






DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS PLEURAL MEDIANTE MÉTODOS 
MOLECULARES Y METODOS FENOTÍPICOS EN HOSPITALES DE LA RED 













UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
FACULTAD DE CIENCIAS 








DIAGNOSTICO DE TUBERCULOSIS PLEURAL MEDIANTE MÉTODOS 
MOLECULARES Y METODOS FENOTÍPICOS EN HOSPITALES DE LA RED 
PÚBLICA Y PRIVADA DE BOGOTÁ 
 
 
SARAY OSSA CORONADO 




MARTHA ISABEL MURCIA ARANGUREN 
Docente académico Facultad de Medicina 
Departamento de microbiología 
 
Línea de Investigación: 
Tuberculosis 





UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA 
FACULTAD DE CIENCIAS 




















“El principio de la sabiduría es el temor al señor, y el conocimiento del santísimo 






















                                                       AGRADECIMIENTOS 
 A Dios por darme la posibilidad de existir, de aprender todo este tiempo 
de estudio, de conocer gente maravillosa, y por darme la fuerza, la 
sabiduría y la constancia para poder realizar cada cosa que he hecho. 
 A mi papá por estar ahí siempre, mi viejo mi más hermosa compañía y la 
bendición más grande de mi vida. 
 A mis hermanos por darme consejos y ánimos en los momentos difíciles 
que tuve durante este proceso de aprendizaje. 
 A mi asesora Martha Murcia, profe gracias por la oportunidad, la 
paciencia, por el tiempo, Dios no pudo haberme dado una mejor asesora, 
contigo he aprendido muchas cosas que desconocía, gracias por todo. 
 A la profe Myriam, gracias por cada consejo, por tanto, amor recibido, 
ciertamente fuiste mi descanso en días en lo que solo quería renunciar, 
algo así como una luz en la oscuridad. 
 A Soco definitivamente eres un ser maravilloso.  
 A la profe Martha Fontanilla por su apoyo en cada cosa que necesite, sus 
consejos. 
 A la jefe Claudia Jerez por el apoyo dado y la colaboración en cada cosa, 
sin ti simplemente hubiese sido imposible realizar muchas cosas de esta 
tesis. 
 A Juan por acompañarme en instancias definitivas de mi tesis, por el 
tiempo dedicado el empeño puesto. 
 Al profe Ricardo Sánchez por su paciencia y ayuda.  
 Al Dr. Paramo, Dr. Awat, Dr. Valderrama por la ayuda y guía dada en este 
proyecto de Investigación 
 A mis amigas del alma Francy, Kathe, Rulos, sin su apoyo todo esto 
habría sido más difícil, gracias por cada palabra. 
 A mis compas de laboratorio de micobacterias Magda, Lili, Zulma, Julio 
todos juntos en las más duras batallas micobacteriologicas… 
 A todo el personal del departamento de microbiología (Nina, Lorena, 
Clemencia, Gloria, Humberto, Edwin y los que me falten) por la 
colaboración brindada cada vez que lo necesite. 
 A mis pacientes por darme la oportunidad de conocerlos de aprender de 
ustedes. 
 A la Universidad Nacional por regalarme la posibilidad de aprender, de 
vivir experiencias inolvidables. 
 A la DIB por darme la posibilidad   de realizar mis tesis con su financiación. 










La tuberculosis pleural (TBP) es la forma más prevalente de tuberculosis 
extrapulmonar en Colombia con un 38.3%.  
Objetivo  
El objetivo del este estudio fue evaluar diferentes técnicas moleculares y 
tradicionales en el diagnóstico de tuberculosis pleural  
Materiales 
Estudio de corte transversal, contó con la participación de 5 hospitales 
de Bogotá; los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusión del 
estudio fueron vinculados al mismo, previa firma de consentimiento 
informado. A cada muestra de líquido pleural se le realizó: PCR en tiempo 
real (qPCR IS6110); Genotype MTBDRplus®2.0; PCR múltiple IS6110-
hsp65; PCR IS6110, baciloscopia, y cultivo en medios sólidos (Lowenstein-
Jensen y Stonebrink) y medio líquido (MGIT); como patrón de oro del estudio 
se utilizó la variable de tratamiento antituberculoso, y se tuvieron en cuenta 
datos paraclínicos importantes (citoquimico del líquido, ADA, VIH, cáncer) 
Resultados 
80 líquidos pleurales de pacientes sospechosos de TBP fueron analizados, 
de ellos 17 fueron positivos por métodos moleculares, y el mismo número de 
pacientes fueron tratados para TBP.10 pacientes con pruebas moleculares 
positivas fueron tratados y 7 con pruebas negativas. La PCR en tiempo real, 
y el Genotype MTBDRplus®2.0 fueron las técnicas que mostraron mejor 
rendimiento.  qPCR IS6110 (S:58.8%, E:88.9%, ROC:0.739, VPP:58.8, y 
VPN:88.9) y Genotype MTBDRplus®2.0 (S:47.1%, E:98.4%, ROC:0.727, 
VPP:88.9% y VPN:87.3 %). Las pruebas fenotípicas, cultivo y baciloscopia 
no tuvieron buena sensibilidad 11.8% y 17.1 respectivamente, pero si una 
buena especificidad 100%.  
Conclusiones 
La (qPCRIS6110) y el GenotypeMTBDRplus®2.0 fueron las técnicas más 
sensibles para diagnosticar tuberculosis pleural.  
Palabras clave 


















Pleural tuberculosis is the second most common cause of extra pulmonary 
tuberculosis in the world. In Colombia it is the most prevalent form with 38.3%. 
Objective 
The main objective of this study was valuate different molecular and traditional 
techniques for the diagnosis of pleural tuberculosis. 
Materials 
Cross sectional study, where five hospitals from Bogotá were involved. Patients 
who the following criteria of the study such as were enrolled after signing an 
informed consent .Each sample of pleural fluid was  evaluated  through: Rreal-
Ttime PCR (qPCR IS6110), Genotype MTBDRplus® 2.0, Multiplex PCR IS6110-
hsp65; IS6110 PCR; smear microscopy and culture in solid media (Lowenstein-
Jensen and Stonebrink) and liquid medium (MGIT).Furthermore antituberculous 
treatment was  used as an  gold standard of  the study, On the other hand for 
data analysis paraclinic (characteristic of the fluid, ADA , HIV, and cáncer) 
Results 
80 pleural fluids from patients with clinical suspicion of pleural tuberculosis were 
analyzed, 17 of them were positive by molecular methods, and the same number 
of patients were treated for pleural tuberculosis: 10 patients with positive 
molecular tests were treated and 7 with negative tests. Real-time PCR and 
Genotype MTBDRplus® 2.0 were the best performing techniques. And Genotype 
MTBDRplus® 2.0 (S: 47.1%, E: 98.4%, ROC: 0.727, VPP: 88.9% And VPN: 
87.3%). The phenotypic tests as culture and smear microscopy did not have a 
good sensitivity 11.8% and 17.1 respectively, but a very specificity 100% for both 
tests. 
Conclusions 
The (qPCR IS6110) and GenotypeMTBDRplus® 2.0 were the most sensitive 
techniques to diagnose pleural tuberculosis. 
Keywords 
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La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades más antiguas de la humanidad, 
hay relatos de la antigua Grecia, en donde fue denominada tisis por Hipócrates,  
quien la definió como “la más grave de todas, la de curación más difícil y la más 
fatal  (1). 
En la actualidad la TB sigue siendo un problema importante de salud pública 
mundial, se ubica como la segunda causa de muerte después del Virus de la 
Inmunodeficiencia Humana (VIH) y es la principal causa de mortalidad debida a 
un solo agente infeccioso (2); el blanco predilecto de la enfermedad son los 
alveolos pulmonares, (tuberculosis pulmonar) pero tiene la capacidad de infectar 
otros órganos del cuerpo, lo que se conoce como  tuberculosis extra pulmonar 
(TBE)  (3) (2). 
 
Para el año 2015, la Organización Mundial de la Salud (OMS,) estimó que se 
presentaron 10.4 millones de casos nuevos de TB en el mundo, de los cuales 
5.94 (56%) millones eran hombres, 3.5 (34%) millones mujeres y 1.0 (10%) millón 
niños. Del total de casos nuevos 1.2 (11%) millones correspondieron a pacientes 
VIH positivos (2). 
El 60% de los casos nuevos, se presentaron en 6 países: India, Indonesia, China, 
Nigeria, Paquistán y Sur áfrica. De los casos nuevos 480.000 correspondieron a 
TB-MDR y 100.000 fueron resistentes a rifampicina. En el mismo año se 
presentaron 1.8 millones de muertes, de las cuales 0.4 millones fueron en 
individuos VIH positivos (2). 
En América Latina y el caribe la tuberculosis es la segunda causa de muerte por 
un agente infeccioso después del VIH (4), según la OMS para el año 2013, se 
reportaron 231.300 casos de tuberculosis en la región, es importante resaltar que 
las cifras de casos  han disminuido en relación a la incidencia y mortalidad del 
68% al 48% respectivamente, desde 1990; sin embargo, alrededor de unas 
24.500 personas fallecieron a causa de la misma para el año 2014. Países como 
Perú y Brasil son los que reportan mayor número de casos a nivel 
latinoamericano (2, 4). 
 
En Colombia anualmente se están diagnostican cerca de 12.000 casos nuevos 
de TB. De acuerdo al Sívigila, para el año 2015, en nuestro país, se notificaron 
12.918 casos de todas las formas de TB; el 81.4% (10.519 casos) correspondió 
a TB pulmonar, y 2.385 casos (18.4%) fueron formas extra pulmonares de las 
cuales 439 casos tuvieron localización meníngea. Del total de casos de TBE 
notificados  las localizaciones anatómicas que registraron un mayor porcentaje 
fueron: pleural  ( 36.2%), meníngea (18.4%) y ganglionar (16.4%) (5). 
 
En Bogotá para la semana 52  de 2015 se notificaron 760 casos, de los cuales 
354 corresponden a tuberculosis extrapulmonar, 168 confirmados por 






pertenecían a la forma pleural, ubicándose esta última como la TBE más común 
en la ciudad (5). 
Para el año 2016, según el Boletín Epidemiológico del Instituto Nacional de Salud 
para la semana epidemiológica número 45 , se han notificado al Sívigila 11.872 
casos confirmados de TB de todas las formas; el 83.4% (9.900 casos) pertenece 
a la forma pulmonar, el 16.6% (1.972 casos) a formas extra pulmonares, con 
predominio de TB pleural (755 casos, 38.3%)  de las cuales 353 casos tuvieron 
localización meníngea.(6)  
   
A nivel mundial,  la tuberculosis pleural (TBP) , es la segunda causa más común 
de tuberculosis extra pulmonar y la más relacionada con derrame pleural en 
zonas endémicas, asociada a pacientes VIH positivos (7); es importante 
mencionar que a diferencia de la tuberculosis pulmonar, la extra pulmonar 
(pleural) es de baja contagiosidad; además, para que se desarrolle debe existir 
una primo infección del individuo,  en la que se presente  un vaciamiento al 
espacio pleural de pequeños focos pulmonares de caseificación, los cuales 
usualmente no se aprecian en la radiografía. En consecuencia, el organismo 
reacciona contra el bacilo de Koch y sus proteínas de superficie, desarrollándose 
un proceso inflamatorio debido a un  mecanismo de hipersensibilidad retardada, 
responsable de la formación de exudado y granulomas (8).   
 
Para el diagnóstico definitivo de la tuberculosis pleural , se requiere normalmente 
de la baciloscopia, el cultivo del líquido y/o esputo que se considera como el 
estándar de oro para el diagnóstico confirmatorio de la enfermedad, la biopsia 
(7); y la clínica del paciente; siendo la biopsia la mejor opción para hacer el 
diagnóstico, pero por ser una muestra que requiere  procedimientos invasivos y 
personal calificado para tomarla, es de difícil consecución; por lo tanto en la 
mayoría de los casos se toma  líquido pleural  para estudio microbiológico, siendo 
la clínica del paciente  determinante a la hora de iniciar el tratamiento de la 
enfermedad. 
 
Sin embargo, el rendimiento de estos métodos, para el diagnóstico de la 
enfermedad es  pobre, debido a la naturaleza paucibacilar de las muestras 
(escasa concentración de bacilos),  característica común en todas las formas 
extra pulmonares (9), El hallazgo de M. tuberculosis en la pleuresía tuberculosa 
es raro, la baciloscopia es positiva en un 5%  y el cultivo de esputo  es positivo 
de 20-40%, mientras que en el líquido pleural la recuperación del bacilo 
dependerá del medio de cultivo que se utilice, en medios sólidos (Lowenstein-
Jensen)  se puede  recuperar  en un 12-36.6% de los casos,  en medio líquido 
usando el sistema MGIT, la sensibilidad del cultivo aumenta de 48-60% (10).  
En cuanto a la biopsia es el mejor  método para determinar tuberculosis pleural 
con sensibilidades que van de 50-90%, pero es un procedimiento bastante 
invasivo, por lo tanto, el estudio del líquido pleural  es el más usado en nuestro 
medio y se asocia  con menor riesgo para el paciente (7). 
La prueba ADA (adenosina deaminasa),  es una metodología muy utilizada  para 
descartar la pleuresía tuberculosa, pero no es confirmatoria de la entidad, pues 
también se eleva en otras condiciones patológicas como los procesos 
neoplásicos; sin  embargo, en áreas endémicas de la enfermedad, un título 






De acuerdo a lo anteriormente mencionado, y con el fin de mejorar el diagnóstico 
de las formas de TBE, han surgido técnicas moleculares de gran utilidad, 
empleadas a la par con los métodos fenotípicos que permiten disminuir el tiempo 
que tarda el diagnóstico(12). Entre estas metodologías están: PCR IS6110,  
GenotypeMTBDRplus2.0, y  PCR en tiempo real, pruebas que permiten la 
detección de micobacterias a partir de cualquier muestra biológica, y tienen la 
capacidad de detectar DNA del bacilo en muy bajas concentraciones (1 a10 
microorganismos) (13). 
El objetivo general de este estudio, fue evaluar las diferentes técnicas 
moleculares y tradicionales, en el diagnóstico de la tuberculosis pleural, a partir 
de una muestra de 80 líquidos pleurales, captados de pacientes atendidos en la 
hospitalaria de Bogotá, con sospecha de TB pleural, en el periodo comprendido 






















2. Planteamiento del problema 
 
La tuberculosis  en la actualidad es considerada como una emergencia sanitaria 
global;  declarada desde el año de 1993 por la OMS, y aunque se han logrado 
avances significativos en el diagnóstico y tratamiento de la enfermedad, presenta   
un alto índice de mortalidad, pues a nivel mundial es la segunda causa de muerte 
debida a un solo agente infeccioso después del Síndrome de Inmunodeficiencia 
Humana (SIDA) (2) . 
 
En Colombia, la incidencia de TB  es cercana a 25 casos por cada 100.000 
habitantes. Para el año 2015 el Sistema de Vigilancia en Salud Pública (Sívigila) 
reportó 12.824 casos de TB de los cuales el 80.4% de los casos correspondieron 
a tuberculosis pulmonar y el 19.6% a tuberculosis extra pulmonar; Las entidades 
territoriales con mayor número de casos fueron: Antioquia, Valle del Cauca, y 
Bogotá con el 42.5% (14), siendo  el departamento del Amazonas  el que 
presentó  la incidencia más alta.  
 
En el país, el diagnóstico de la tuberculosis se basa en la baciloscopia y en 
algunas regiones también el cultivo, mientras  que los métodos moleculares   
están restringidos a la ciudades grandes del país.  En zonas apartadas,  la 
dificultad en el acceso, la diferencia cultural y la baja o nula cobertura en salud 
dificultan el diagnóstico y tratamiento de la enfermedad, a pesar de que en los 
últimos años, se han creado programas de capacitación (15). 
En Colombia, la tuberculosis pleural es la forma extrapulmonar más prevalente 
con 755 casos reportados a la semana epidemiológica número 45 del presente 
año. Sin embargo es evidente la dificultad que existe en el diagnóstico de TBE , 
pues de los 1.972 casos reportados en el país a la fecha, solo 1130 (57.3%)  
fueron confirmados por laboratorio, los demás han sido diagnosticados por 
clínica (813) o nexo epidemiológico  (6).  
Los  métodos diagnósticos  fenotípicos, tales  como: baciloscopia y cultivo, no 
tienen buen rendimiento para la detección de TBE ; la baciloscopia no cuenta 
con una buena sensibilidad en muestras paucibacilares, tal como lo es el líquido 
pleural (16), el cultivo al igual que la baciloscopia se encuentra con la limitante 
de la concentración de bacilos en la muestra, pero en relación con la baciloscopia 
mejora considerablemente la sensibilidad (17). La biopsia de pleura, es la 
muestra de elección, para hacer el diagnóstico de la TBP con una sensibilidad  
70-90%, pero  es  un método invasivo que puede comprometer la salud del 
paciente (10) .  
A pesar de los progresos en el hallazgo de nuevos métodos diagnósticos de TB, 
estos son costosos, sobre todo para países de pobre y mediano desarrollo, 
incluyen técnicas moleculares, que mejoran la detección del bacilo en muestras 
con concentración bacilar significativamente baja, obteniendo resultados rápidos 
que permiten al clínico instaurar el tratamiento oportuno al paciente. (18). 
Las metodologías moleculares son muy utilizadas en investigación, pero poco en 






muestras clínicas, los laboratorios públicos de la red distrital utilizan como 
referencia el cultivo, que como ya se mencionó antes, tiene poca sensibilidad en 
muestras paucibacilares, tal como es el caso de la tuberculosis pleural.  
Aunque la biopsia, es la mejor muestra, para el diagnóstico de muchos casos de 
TBP, en algunos casos implica un riesgo para el paciente, por ser   un 
procedimiento invasivo, que, además, solo es realizado por un profesional 
especializado (cirujano de tórax), con el que no cuentan algunas instituciones de 
la red hospitalaria de la ciudad. 
Técnicas moleculares tales como PCR IS6110-hsp65, qPCRIS6110 y Genotype 
MTBDRplus2.0 basadas en la detección de marcadores específicos de 
miembros del complejo M. tuberculosis representan una alternativa en el 
diagnóstico de las formas de TB extra pulmonar. 
El presente trabajo evidenció la utilidad de estas metodologías moleculares en 
el diagnóstico de tuberculosis pleural y las comparó con las pruebas diagnósticas 

























3. Objetivo general 
 
 Evaluar diferentes técnicas moleculares y tradicionales en el diagnóstico 
de tuberculosis pleural en Bogotá 
3.1 Objetivos específicos 
 
 Evaluar las técnicas PCR multiplex IS6110-hsp65, PCR a tiempo real, 
GenoType®MTBDR plus 2.0, baciloscopia y cultivo en el diagnóstico de 
la TB pleural. 
 
 Comparar el funcionamiento de las diferentes pruebas empleadas para el 




 Establecer las características clínicas y epidemiológicas de los pacientes 





























4. Marco teórico 
 
4.1 Epidemiología de la tuberculosis 
 
De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, la tuberculosis (TB) es la 
principal causa de mortalidad en los adultos por enfermedades infecciosas 
curables (2). 
La incidencia de la TB en el mundo, ha disminuido en un promedio de un 1.5% 
anual desde el año 2000 y es actualmente un 18% más baja que en ese año; sin 
embargo, las cifras actuales son alarmantes y preocupantes. (4, 19). 
Para el año 2015, la Organización Mundial de la Salud (OMS,) estimó que se 
presentaron 10.4 millones de casos nuevos de TB en el mundo, de los cuales 
5.94 (56%) millones eran hombres, 3.5 (34%) millones mujeres y 1.0 (10%) millón 
niños. Del total de casos nuevos 1.2 (11%) millones correspondieron a pacientes 
VIH positivos (2). 
El 60% de los casos nuevos, se presentaron en 6 países: India, Indonesia, China, 
Nigeria, Paquistán y Sur áfrica. De los casos nuevos 480.000 correspondieron a 
TB-MDR y 100.000 fueron resistentes a rifampicina. En el mismo año se 
presentaron 1.8 millones de muertes, de las cuales 0.4 millones fueron en 
individuos VIH positivos (2). 
En la mayoría de los países occidentales, la TB ha disminuido progresivamente, 
tras la introducción del tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA) para 
los pacientes VIH positivos, pero este descenso se ha visto afectado, por la alta 
migración de personas, procedentes de regiones endémicas. Otro problema que 
agrava la situación es la resistencia que se está generando al tratamiento; la 
OMS estimó para el año 2015 que el 3.3% de los casos nuevos de TB y el 20% 
de los previamente tratados correspondían a TB-multidrogo resistente (TB-
MDR), cifras que se incrementado en algunas regiones.  En el año 2014 se 
calculó que 190.000 personas fallecieron a causa de  TB-MDR (2). 
 
     4.2 Tuberculosis en Colombia 
 
En Colombia,  entre 1990 y 2012, se ha presentado una disminución de más del 
40 por ciento en la mortalidad debida a TB, pasando de 3.67 casos por cada 
100.000 habitantes en 1990 a 1.91 casos por cada 100.000 habitantes en 2012, 
lo que ha representado salvar aproximadamente 135.000 vidas en el país (20). 
No obstante, la TB en nuestro país, continúa siendo un problema de salud 
pública, como consecuencia de la marginación de algunas poblaciones 
(indígenas, afrodescendientes, personas privadas de la libertad, personas en 







Según los datos del Sívigila a la semana 52 de 2015, se habían notificado 12.918 
casos de todas las formas de tuberculosis, 81.4% (10.519 casos) pertenecen a 
la forma pulmonar y el 18.4% (2.385 casos) a formas extrapulmonares, de estas 
se registraron 439 casos de TB meníngea (5). 
Del total de casos de TBE (2.385 casos), las localizaciones anatómicas que 
registran mayor porcentaje fueron pleural  (36.2%), meníngea (18.4%) y 
ganglionar (16.4%) (5). 
De acuerdo al boletín epidemiológico del Instituto Nacional de Salud, 
correspondiente a la semana 45 del presente año (2016), en el país se han 
presentado 11.872 casos confirmados de tuberculosis de todas las formas; el 
83.4% (9.900 casos) pertenecen a la forma pulmonar, el 16.6% (1.972 casos) a 
formas extra pulmonares, la localización anatómica con más casos fue la pleural 
con 755 casos (38.3%); de los 11.872 casos reportados, 10.592 son casos 
nuevos y 1280 son previamente tratados. En relación al género y edad, se 
evidencia que la enfermedad se presenta más en los hombres (63.3%) que en la 
mujeres; y la edad más afectada  son los mayores de  65 años (6). 
 
Las entidades territoriales que a la semana 45 de 2016 presentan mayores 
incidencias son: Amazonas con una incidencia de 147.9 casos/100.000 
habitantes, Risaralda con 41.7 casos/100.000 habitantes, Buenaventura con 
38.3 casos/100.000, Guainia con 30.9 casos/100.000, Barranquilla 30.0 
casos/100.000 habitantes, y Vichada con 29.8 casos/100.000. Mientras que  en 
Bogotá la incidencia de la TB es de 8.2 por cada 100.000 habitantes, se han 
presentado 657 casos nuevos de tuberculosis pulmonar (TP) y 321 de TBE (6). 
 
     4.3 Tuberculosis      
            
La TB es una enfermedad infecto-contagiosa, transmisible, curable, usualmente 
crónica, de presentación clínica variable, producida por Mycobacterium 
tuberculosis (MTB) (20);  especie perteneciente al llamado Complejo 
Mycobacterium  tuberculosis (CMTB), el cual está conformado por varias 
especies que tienen secuencias de nucleótidos y de rARN 16s casi idénticas, 
pero difieren entre sí, por el tropismo del hospedero, fenotipos y patogenicidad 
(21, 22).  
Entre los miembros del CMTB tenemos: M. africanum, que es responsable de la 
TB humana en África Ecuatorial y también infecta a primates, ganado y cerdos 
(22, 23); M. canettii, produce TB en humanos, sus casos de enfermedad  han 
sido reportados en África Oriental (24); M.microti, encontrada en roedores de 
campo, musarañas y recientemente en gatos en el Reino Unido (25),  “M.  canetti  
fue aislada en un niño en Somalia en 1997 (26); M. pinnipedii, infecta focas y 
leones marinos (27); M. caprae, se aisló inicialmente en  cabras (28), pero se 
encontró que también infecta  a las ovejas y venados (29); M. bovis, es el agente 
etiologico de la TB bovina,  infecta a un amplio rango de hospederos domésticos 
y salvajes, especialmente a  tejones los cuales transmiten TB al ganado por 
mordedura (30), de esta especie se derivó el bacilo Calmette-Guirin (BCG), que 
es la cepa de donde proviene la vacuna. “M. orygis”, fue aislado de órices, 
gacelas, osos, venados, búfalos y también se ha encontrado en humanos en el 






mangostas, y “M. suricattae” relacionado con TB en suricatos en Sur África (32). 
Últimamente se han encontrado nuevas especies: el Bacilo “chimpanzee”, que 
se aisló de chimpancés silvestres en Costa de Marfil (33). El bacilo dassie, que 
es una infrecuente variante del CMTB, parecido al M. microti y es el agente 
causal de TB en el dassie (Provavia capensis) hasta el momento no se han 
documentado infecciones en humanos (34). 
Entre las características generales del CMTB, tenemos: son  bacilos delgados, 
inmóviles, de cuatro micras de longitud, aerobios obligados, que se tiñen de rojo 
por la tinción de Ziel-Neelsen, esto como consecuencia de la coraza lipídica 
constitutiva de su pared, la cual los hace resistentes a la decoloración con ácido 
y alcohol, de ahí el nombre de bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR) y les 
confiere propiedades de antigenicidad y virulencia importantes; además son 
tolerantes a condiciones extremas tales como congelación, frio, desecación, por 
ello pueden permanecer por largos periodos de tiempo en muestras como 
esputo; igualmente son tolerantes a la gran mayoría de antimicrobianos y 
antisépticos; sin embargo son muy sensibles al calor, las radiaciones ultravioleta, 
y la luz solar (35) (36). 
 
La tuberculosis tiene por lo general un curso corto, en un principio se puede 
expresar como una enfermedad pulmonar crónica, que de los pulmones puede 
diseminarse a cualquier órgano del cuerpo (extra pulmonar), situación que 
complica su diagnóstico y tratamiento (36). 
 4.3.1 Transmisión 
La Transmisión de la tuberculosis puede ser de dos maneras; directa en la que 
un individuo afectado infecta a otro por gotitas respiratorias las cuales elimina al 
toser, estornudar, cantar, reír, o indirecta en la cual se inhala el bacilo de objetos, 
pues cabe resaltar que el bacilo es resistente a condiciones ambientales 
extremas por lo tanto puede permanecer en el entorno por meses (37). 
Es importante señalar que dentro de la transmisión directa esta la infección 
adquirida por vía digestiva la cual ocurre por el consumo de leche contaminada 
con M. bovis (38) (39).  
Se sabe que, el adquirir la infección va a depender del tamaño de la gota, una 
partícula de más o menos 10 micras de tamaño, va a caer fácilmente al suelo, o 
en contacto con un individuo sano entra directamente por vía digestiva donde no 
perdura la  bacteria, en cambio si el tamaño es 1 a 5 micras, ésta va a 
permanecer por más tiempo en el aire en consecuencia, cuando entra en 
contacto con las vías respiratorias de un individuo logra alcanzar los alveolos 
pulmonares, a estas gotitas de les llama partículas de Wells (40). 
También es importante referirse a la viabilidad de los bacilos en la muestra, es 
decir la capacidad infectiva que tienen los aerosoles, ya que cuando el bacilo 
entra en contacto con la respuesta inmunológica del huésped, se activan 
determinadas linfoquinas las cuales a su vez activan los macrófagos, los que se 
encargan de controlar la infección (ingerir el bacilo y lisarlo). Cuando no aparecen 






macrófagos, llegan a los pulmones se pueden diseminar por vía linfática o 
hematógena a diferentes órganos y se produce la enfermedad. (41). 
4.3.2 Mecanismo de infección 
M. tuberculosis al llegar a los alveolos pulmonares entra en contacto con los 
macrófagos alveolares (MA), los cuales son la primera línea de defensa contra 
la infección. Luego de esto, los antígenos de la micobacteria como son el 
lipoarabinomanano (LAM) lipoproteína de 19kDa y glicoproteínas entre otros, se 
unen al receptor  tipo toll 2 (TLR2) de los MA e inducen la producción de 
moléculas como interleucina–1 (IL–1), TNF–α y óxido nítrico (NO) los  que  a su 
vez activan señales intracelulares para la producción de proteínas involucradas 
en la respuesta inmune, ellas son las responsables de la activación de los 
linfocitos  T CD4/CD8 que se van a encargar del control inmunológico de la 
enfermedad (10, 42). 
Mycobacterium tuberculosis elabora la toxina necrotizante (TNT) que destruye 
los macrófagos por hidrolisis del NAD (nicotinamida adenina dinucleótido). La 
toxina llega al citosol de los macrófagos infectados e hidroliza el NAD, por un 
mecanismo desconocido. (43). 
 
4.3.3 Manifestaciones clínicas 
Las manifestaciones más comunes de la tuberculosis son la tos crónica, la 
producción de esputo, la anorexia, el adelgazamiento, la fiebre, los sudores 
nocturnos y la hemoptisis. Si la tuberculosis está asociada a otras entidades, tal 
como ocurre en pacientes con VIH, Diabetes mellitus, insuficiencia renal crónica 
y/o alguna inmunodeficiencia se pueden presentar formas atípicas con infiltrados 
tenues, derrame pleural, linfadenopatías hiliares y otras formas de TB extra 
pulmonar (44) (45) (46). 
 
4.4 Tuberculosis extra pulmonar 
 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), la TBE se define como la 
infección producida por Mycobacterium tuberculosis,  cuando afecta a tejidos y 
órganos fuera del parénquima pulmonar; esto como consecuencia de la 
diseminación hematógena y linfática del bacilo (2). Se puede adquirir por dos 
vías principalmente, la vía endógena la cual se produce por la reactivación de un 
foco primario, generando la aparición de la enfermedad, y la vía exógena en la 
que por   ruptura de un foco caseoso de una tuberculosis pulmonar se presenta 
una descarga de bacilos vìa broncógena hacia laringe, deglutirse y de esta 
manera se manifiesta la entidad  a nivel intestinal(47).  
Para la Sociedad Americana de Tórax y el Centro de Control de Enfermedades 
(CDC), la tuberculosis extra pulmonar, es severa cuando afecta el sistema 






para M. tuberculosis en dos zonas distintas excluyendo los pulmones, o cuando 
tiene hemocultivos positivos para M. tuberculosis y focal cuando hay infección 
ya sea en la pleura, los huesos, el sistema genitourinario y/o digestivo (48) . 
 
Los factores de riesgo relacionados con la aparición de una TBE son 
específicamente la edad, el sexo femenino, la existencia de infección por VIH y 
afectaciones del paciente como la presencia de insuficiencia renal crónica, 
diabetes mellitus o la existencia de inmunodepresión; es precisamente en 
pacientes infectados con VIH, que ocasiona complicaciones graves, ya que se 
disemina y puede causar la muerte debido a la inmunosupresión  severa,  
evidente en  el  conteo de linfocitos T CD4+ que son vitales en la defensa  contra 
la infección en individuos inmunocompetentes (17, 44, 49). 
 
A diferencia de la tuberculosis pulmonar, la tuberculosis extra pulmonar se 
caracteriza por ser paucibacilar (baja cantidad de bacilos) ,por lo que su 
diagnóstico   es bastante difícil, las pruebas convencionales baciloscopia y cultivo 
generalmente son negativas y los signos y síntomas no suelen ser muy 
específicos, por lo tanto, la sospecha clínica juega un papel muy importante en 
la definición de la enfermedad (10) (50). 
Según su localización la tuberculosis extra pulmonar puede ser:  
 Miliar: denominada así, debido a la observación patológica en la superficie 
del pulmón de pequeños nódulos blanquecinos similares a semillas de 
mijo. Es una forma diseminada de la tuberculosis, Los órganos afectados 
con mayor frecuencia son hígado, bazo, pulmón, ganglios linfáticos, 
meninges, médula ósea y glándulas suprarrenales (50). 
 
 Ganglionar: como su nombre lo hace indica afecta los ganglios linfáticos, 
es la forma más común de tuberculosis extra pulmonar en el mundo, se 
asocia principalmente a niños y adultos jóvenes. Habitualmente no está 
acompañada de manifestaciones clínicas evidentes, solo con el 




 Osteoarticular: involucra huesos y articulaciones, aunque puede 
comprometer cualquier hueso, generalmente se localiza en las vértebras 
torácicas inferiores en pacientes jóvenes y lumbares superiores en adultos 
mayores, siendo la espondilitis, y la enfermedad de Pott, las 
manifestaciones más comunes con el 50% de los casos (51, 52). 
 
 Intestinal: puede ubicarse en cualquier lugar del tracto gastrointestinal, 
aunque es más común en la región ileocecal; la adquisición de este tipo 
de tuberculosis se puede dar por varios factores, ya sea por la ingesta de 
leche contaminada con M. bovis, por deglución de un esputo proveniente 







 Peritoneal: es muy común en pacientes con Diabetes mellitus, 
enfermedades neoplásicas y VIH; se debe principalmente a la ingestión 
de material contaminado (deglución de esputo proveniente de una 
tuberculosis pulmonar), por extensión directa de órganos contiguos que 
estén comprometidos con la infección, o por vía hematógena; es 
importante señalar que la mucosa intestinal es muy resistente a la 
infección bacteriana, por tal  razón, para que la infección  ocurra deben 
haber traumatismos a nivel del área  en donde se implanta el bacilo. La 
ascitis es el síntoma más habitual, en este tipo de tuberculosis 
evidenciándose en un 75% de los casos (51, 54). 
 
 
 Del Sistema Nervioso Central: es   la forma severa de la enfermedad, está 
asociada a alta mortalidad. Puede afectar el cerebro, médula espinal, 
nervios craneales y espinales, meninges y cráneo; es una consecuencia 
directa de la diseminación hematógena del bacilo. La presentación 
meníngea es la más común, pero también se pueden observar abscesos 
cerebrales o tuberculomas. Inicialmente la infección cursa con cefalea, 
malestar general, astenia, con el tiempo van apareciendo síntomas más 
complejos  tales como: contusión somnolencia, para evolucionar hasta el 
coma, y la muerte del paciente (51) (55). 
 
 Urinaria: esta presentación es más frecuente en los hombres, se da 
principalmente por diseminación hematógena del bacilo, el sitio predilecto 
de las lesiones iniciales es la zona de la corteza renal; luego puede tomar 
uréter, vejiga, y uretra; inicialmente la infección es asintomática, pero con 
el tiempo, puede ocasionar fibrosis y estenosis urinaria, además puede 
ocasionar piuria y micro hematuria (51) (56).  
 
 
 Genital: muy asociada a la tuberculosis urinaria, de hecho, habitualmente, 
cuando hay afectación urinaria, con el transcurso del tiempo se presenta 
compromiso genital. Los órganos que frecuentemente se ven afectados 
son la próstata, epidídimo y testículos, cuando la infección se presenta en 
mujeres, generalmente la región afectada son las trompas de Falopio. 
Entre las manifestaciones clínicas se encuentra la secreción prostática y 
dolor abdominal no pélvico, además es un antecedente  de infertilidad (51, 
57). 
 
 Laríngea:  altamente relacionada con la tuberculosis pulmonar. La 
literatura referencia que se produce un engrosamiento difuso bilateral, con 
o sin una masa focal asociada en la laringe junto con edemas y lesiones 
ulceradas en la mucosa de la misma; generalmente el bacilo se localiza 
en cuerdas vocales, bandas ventriculares, cartílagos aritenoideos y 
epiglotis. Entre la sintomatología más destacada están la disfonía, la tos 
y la hemoptisis (51, 58) . 
 Pericárdica: es infrecuente y está altamente ligada a los pacientes VIH 
positivo; resulta de la diseminación de un foco tuberculoso, que puede 






manifestaciones clínicas van a depender de la cantidad de líquido 
acumulado, pues es de resaltar que la infección puede cursar desde una 
afectación aguda hasta a una crónica; los síntomas más comunes son  
disnea, tos, insuficiencia cardiaca y  edemas (51, 59). 
 
 Cutánea: es una expresión infrecuente de la enfermedad.  La vía de 
infección puede ser variada, en primera medida está la inoculación directa 
del microorganismo en la piel, también por diseminación que ocurre 
cuando hay contigüidad a un  escrofuloderma o por vía hematógena como 
en el caso de abscesos tuberculosos metastàsicos; las lesiones 
ocasionadas  por este tipo de tuberculosis se caracterizan por ser 
inflamatorias, granulomatosas, con grados variables de necrosis y 
vasculitis, las mismas suelen desaparecer con el tratamiento pero en 
algunas ocasiones  se emplear métodos  quirúrgicos para tal fin (60) . 
 
 Pleural: es una de las formas más frecuentes de tuberculosis extra 
pulmonar. Se produce como consecuencia de una reacción de 
hipersensibilidad a los antígenos del bacilo en la pleura; la literatura 
señala que hay casos (mayoría) en que la infección se resuelve sin 
tratamiento, no obstante, se puede complicar y evolucionar a un empiema 
tuberculoso (61) (10, 51). 
 
4.5 Tuberculosis pleural 
 
Cerca del 25% de los casos de tuberculosis extra pulmonar están relacionados 
con tuberculosis ganglionar y pleural. En países en donde la incidencia de la 
enfermedad es baja, corresponde al 3 o 5% de los casos reportados de 
tuberculosis; mientras en zonas de alta incidencia se observa casi en el 30% de 
los eventos presentados (10) .En lugares endémicos de VIH, es la principal 
causa de derrame pleural linfocítico (10). 
En Colombia la tuberculosis pleural es la forma extra pulmonar más prevalente 
con 755 casos (38.3%)  casos a la semana epidemiológica número 45  de 2016 
(6). 
La tuberculosis pleural se asocia con una reacción de hipersensibilidad a los 
antígenos del bacilo tuberculoso en el espacio pleural, infectando de esta manera 
la pleura, lo cual ocasiona que la misma pierda su movilidad y capilaridad natural, 
que a su vez produce un aumento del drenaje de líquido en la cavidad pleural, 









4.5.1 Fisiología del espacio pleural 
Pleura 
 
La pleura es una membrana torácica delgada, compuesta por dos capas, ellas 
separadas por un espacio vacío o cavidad pleural; se divide en pleura visceral y 
pleura parietal, la pleura visceral también llamada pleura pulmonar cubre la cara 
externa de los pulmones, mientras la pleural parietal cubre la pared interna de la 
caja torácica (37). Gracias a las pleuras (visceral y parietal) se da un fácil 
desplazamiento de los pulmones, ya que facilitan que ellos se acoplen a la caja 
torácica sin adherirse y así ocurra una respiración adecuada (63). 
 









La pleura, tomado de Zona hospitalaria.com. 
 
 
Circulación e inervación de la pleura 
 
La circulación e inervación de las pleuras es diferente; la pleura parietal es 
irrigada por las arterias de la pared torácica, la pleura visceral recibe su irrigación 
de la circulación mayor a través de las arterias bronquiales (64). 
En relación a la distribución de las fibras nerviosas en las pleuras, tenemos que 
la visceral recibe únicamente su inervación del sistema nervioso autónomo, por 
tal razón carece de sensibilidad ; en cambio la pleura parietal es inervada por las 
raíces  de los nervios intercostales, lo cual hace que sea muy sensible y es en 
ella en donde se da origen a lo que se conoce clínicamente  como dolor pleurítico; 
además esta pleura también tiene fibras nerviosas provenientes del nervio 






Presión en el espacio pleural 
 
La presión en el espacio pleural es negativa, como consecuencia de la tracción 
que hay en sentido contrario entre los pulmones y la caja torácica. La presión 
negativa no es igual en toda la cavidad, pues el peso del pulmón y el corazón 
gravita más sobre las partes inferiores (65) (64). 
Cuando se pierde esta presión negativa, el pulmón tiende a colapsarse 
produciendo lo que se conoce como neumotórax. En la tuberculosis pleural, la 
presión negativa aumenta debido a la acumulación anormal de líquido en la 
cavidad o espacio pleural. 
Formación y circulación del líquido pleura 
 
En condiciones normales existe una pequeña cantidad de líquido en el espacio 
pleural, (5-15 ml), que es el resultado de un ultra filtrado del plasma. Las dos 
pleuras actúan como membranas semipermeables, por tal razón la 
concentración de pequeñas moléculas como la glucosa es similar en el líquido y 
en el plasma; no obstante macromoléculas como la albumina tienen muy bajas 
concentraciones en el líquido (38). En condiciones patológicas, como es el caso 
de la TB pleural, la permeabilidad de la pleura se ve afectada, lo que ocasiona 
que cambien las concentraciones y la composición del líquido, así que se 
observaran niveles de glucosa disminuidos y concentración de proteínas 
elevadas en relación a los nivéleles respectivos en plasma (64). 
 














Volumen 0.1-0.2 ml/kg (5-15 ml) 
Células por mm3 1000-5000 




Proteínas 1-3 gr/dl 
Glucosa = plasma 
Albumina 50-70% 






Figura 2. Causas de derrame pleural 
 
 
Causas del derrame pleural. Tomado de Derrame pleural. Medicina y laboratorio 2009, 15: 11-26 
 
4.5.2 Derrame pleural tuberculoso 
Es la acumulación de líquido en la cavidad pleural, como consecuencia de la 
infección del bacilo tuberculoso en la misma. Este tipo de derrame se origina tras 
la ruptura de un foco caseoso (nódulo caseificado) subpleural que libera su 
contenido en el espacio pleural  (10). 
Generalmente el derrame pleural tuberculoso o tuberculosis pleural se produce 
como consecuencia de una infección primaria o por reactivación de la 
enfermedad. Habitualmente son siempre unilaterales, usualmente van de 
pequeño a tamaño moderado, aunque pueden ocupar la mayoría del hemitórax. 
Un tercio de los pacientes tiene enfermedad pulmonar, es importante resaltar 
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afectación parenquimatosa e indica proceso activo (10) .Está asociado a 
población adulta joven, y a pacientes con alguna anormalidad en su sistema 
inmune, como es el caso de la población VIH positiva (10) (66). 
En ocasiones la infección puede ocasionar   un engrosamiento fibroso de la 
pleura visceral que impide la expansión del pulmón y por ende va a dificultar la 
respiración, a esta condición se le conoce como pulmón atrapado, y se debe a 
la respuesta inmune que origina el individuo contra el bacilo que hace que la 
misma sea desbordada; en esta situación drenar el líquido de la cavidad puede  
ser la mejor solución para mejorar  el  estado de salud del paciente (67). 
 4.5.3 Empiema tuberculoso 
Es una entidad poco frecuente, y se asocia generalmente a una complicación          
de la tuberculosis pleural; no obstante, también se puede desarrollar a partir de    
una cicatriz fibrosa, por una neumonectomía o por una toracoplastia .(10) (68). 
A diferencia del derrame tuberculoso, el empiema se caracteriza por que posee 
una cantidad considerable de bacilos acido alcohol resistente, que se pueden 
observar en la baciloscopia, pues cabe resaltar que para el derrame tuberculoso 
la baciloscopia tiene una sensibilidad menor o igual al 30% (10) (68). 
4.5.4 Patogenia 
En la gran mayoría de casos la TB pleural es el resultado de la infección primaria 
por Mycobacterium tuberculosis, lo que ocasiona un proceso inflamatorio en la 
pleura como consecuencia de una reacción de hipersensibilidad retardada (6-12 
semanas posteriores a la infección inicial); es de esta manera que la ruptura de 
un foco caseoso subpleural provoca que el bacilo ingrese al espacio pleural, 
originándose así, una interacción entre los antígenos de la bacteria y los linfocitos 
T  (LT), lo que genera la liberación de sustancias mediadoras de la inflamación 
por parte del sistema inmune (SI). Toda esta reacción inmunológica, ocasiona 
un incremento en la permeabilidad de la capilaridad pleural, lo que favorece el 
paso de proteínas a esta cavidad (10). 
Es trascendental mencionar que los LT, tienen un papel determinante en la 
fisiopatogenìa de la tuberculosis pleural; dentro de este grupo los LT CD4, son 
los más importantes, a ellos se les atribuye la producción de INFγ, que es la 
sustancia que se encarga del control de la infección y es un marcador específico 
para el diagnóstico de la entidad. También están los LT CD8 que se encargan 
de erradicar al bacilo cuando está infectando los macrófagos, la positividad de la 
PPD (tuberculina) se da gracias a su acción citotóxica (10) (69). Citoquinas como 
la Interleuquina 2 (IL-2) y la Interleuquina 10 (IL-10), suben sus niveles en el 
líquido pleural de pacientes con tuberculosis pleural (10). 
Aunque la principal característica de un líquido pleural tuberculoso, es ser un 
exudado de tipo linfocítico, la literatura refiere que la celularidad varia en relación 
con el tiempo y la progresión de la enfermedad; es así, que las primeras 24 horas 
luego de la infección se va a encontrar polimornucleares neutrófilos (PMN) en el 
líquido, a las 96 horas ya van a estar solo macrófagos, para luego ser únicamente 







Figura 3 Respuesta inmunológica en la TB-pleural 
En base a: http://www.archbronconeumol.org/es/derrame-pleural-
tuberculoso/articulo/S030028961300224X/ 
El bacilo tuberculoso mediante la interacción de los antígenos micobacterianos (ESAT-6/CFP-
10)  activa las células presentadoras de antígeno (CPA), las que por acción de la Interleuquina 2 
(IL-2), movilizan a los macrófagos, que a su vez y con la ayuda de la IL-2 activan a los linfocitos 
vírgenes, células que por acción de la IL-12  se  convierten  en  linfocitos ayudadores  (LT CD4+), 
estos estimulan la producción de Interferón gamma (INFγ) el cual activa a los linfocitos citotóxicos 
(LT CD8+)  que junto con la IL  -4 se encargan de la respuesta inflamatoria (10). 
4.5.5 Manifestaciones Clínicas 
En países en donde la incidencia de la TB es alta, el promedio de edad de 
pacientes con tuberculosis pleural esta entre los 32 y 34 años. Aunque hay que 
resaltar que habitualmente cuando la TB pleural se debe a una reactivación, las 
personas afectadas son adultos jóvenes (30-50 años), pero cuando aparece 
como manifestación de una primo infección la edad es temprana (10). 
Los síntomas de la TB pleural son variados, siendo la fiebre, el dolor pleurítico, 
y tos los más comunes. Usualmente en pacientes de edad avanzada la 






clínicas son menos evidentes, y en gente joven la clínica generalmente es más 
aguda. Sumado a lo anteriormente expuesto, hay otros síntomas que pueden 
acompañar la infección tuberculosa en la pleura, como: disnea, diaforesis 
nocturna, hemoptisis, y pérdida de peso (10) (66) (70).  
Es importante resaltar que la clínica de la enfermedad va  a depender siempre 
del huésped y de su respuesta a la infección, por tal razón los síntomas no 
siempre son los mismos en todos los pacientes, de ahí la importancia de una 
anamnesis y exploración física completa por parte del clínico (10). 
4.5.6 Diagnóstico 
Celularidad  
El estudio de la celularidad de un derrame pleural es trascendental; ya que da 
una guía o una sospecha clínica acerca del origen del mismo. En relación al 
recuento de leucocitos, un valor > 50.000 sugiere empiema, 10-50.000 derrame 
para neumónico, 5-10.000 exudados pleurales y 10% de eosinófilos excluyen en 
la práctica la tuberculosis (71). 
En el derrame pleural tuberculoso lo habitual es que se observe leucocitosis con 
predominio de linfocitos, en la mayoría de casos en un porcentaje mayor al 50%, 
cuando esta cifra supera el 80% la sospecha clínica de tuberculosis pleural 
aumenta, aunque hay que diferenciarla de otras entidades como los linfomas 
(64). El tipo de células varía de acuerdo a la evolución de la infección, es así que 
las dos primeras semanas del derrame, el recuento diferencial revela un 
predominio de polimorfonucleares, por lo que el análisis de la clínica del paciente 




Lo más importante a la hora de analizar un derrame pleural, es establecer si es 
exudado o trasudado, el derrame pleural tuberculoso es un exudado, esto a 
razón de unos criterios establecidos para definir o diferenciar los derrames 
pleurales, llamados criterios de Light, Los derrames exudativos deben cumplir al 
menos uno de estos criterios (72) (73): 
A- Cociente proteínas pleurales/séricas >0.5 ó proteínas en el líquido 
pleural >3  
B-  Lactato deshidrogenasa (LDH) pleural/LDH sérica >0.6  
C- LDH pleural superior a las dos terceras partes del límite superior 
normal de LDH en sangre (74). 
Con base en lo anterior en un líquido pleural tuberculoso, se van a 
encontrar las proteínas elevadas y/o superiores a las séricas, LDH 
elevada; glucosa en el derrame por lo general es < a 60 mg/dl, el pH 








Consiste en la examinación directa (liquido pleural) con el fin de evidenciar la 
presencia de bacilos ácido alcohol resistentes, aunque es el método más común, 
sencillo y barato para el diagnóstico de tuberculosis, en las formas extra 
pulmonares la sensibilidad es muy baja < 30%. Revisiones de la literatura 
muestran que en pacientes con respuesta inmunológica normal la eficacia de la 
misma para determinar derrame pleural tuberculoso es < al 10%, en individuos 
VIH el rendimiento sube a un 20%. Para que la baciloscopia  (BK) sea positiva 
es preciso que la muestra tenga como mínimo, entre 5.000 y 10.000 bacilos por 
mililitro de muestra,  de ahí la baja sensibilidad de esta metodología para 
tuberculosis extra pulmonares, en donde la concentración de bacilos es menor a 
10 por ml en la mayoría de casos  (75). En liquido pleural la BK es positiva en 
menos del 5% de los casos (76). El   alto contenido de bacilos para que la Bk 
sea positiva   se encuentra generalmente en pacientes con tuberculosis pulmonar 
bacilífera, especialmente en aquellos con enfermedad avanzada y con lesiones 
cavitadas (77). 
Resultados de estudios sugieren que los pacientes con sospecha clínica de  
tuberculosis pleural ( derrame pleural tipo exudado linfocitico, más criterios de 
Light, ADA elevada y clínica  del paciente) se les debe realizar  una baciloscopia 
convencional pero en esputo, y que este último sea tomado de manera inducida, 
ya que esto ayudaría en la detección de casos en los que la tuberculosis pleural 
es el resultado de una TB primaria (78)  (79) (80). 
Cultivo 
 
Tiene una mayor  sensibilidad que la baciloscopia en el derrame pleural 
tuberculoso > 50% (10), pero el rendimiento del mismo va a depender de varios 
factores, entre ellos tenemos: 
 El momento en que se cultive la muestra, al comienzo de la infección es 
más factible que se encuentre el bacilo libre, pues cuando el derrame se 
vuelve linfocitico, la posibilidad de un cultivo positivo disminuye, puesto 
que la bacteria ya se encuentra dentro de las células mononucleares (10). 
 El medio de cultivo utilizado, en la actualidad se manejan medios sólidos 
y medios líquidos, los primeros (Lowenstein-Jensen, Ogawa Kudoh) son 
más económicos pero su sensibilidad oscila entre el 12-36.6%, los medios 
líquidos son más sensibles, pero más costosos, la tecnología 
BACTEC/MGIT tiene una sensibilidad que va desde el 40 al 60% .(10) 
(51). 
A lo anterior hay que sumarle que para obtener un cultivo positivo se necesitan 
de 10 a 100 bacilos viables/ml de muestra, sin embargo en líquidos corporales  
el número de bacilos es menor, por lo que la mayoría de las veces los cultivos 
también son  negativos  (10) (75). 
También se puede cultivar siguiendo la metodología conocida como MODS 
(Microscopic-Observation Drug Susceptibility Assay) que determina el bacilo en 






susceptibilidad frente a los medicamentos de primera línea isoniacida y 
rifampicina (10). 
Adenosina Deaminasa (ADA) 
 
Es una enzima relevante en la proliferación y diferenciación de los linfocitos T, 
participa en el metabolismo de las purinas, catalizando la conversión de 
adenosina a inosina. Tiene dos isoenzimas ADA 1 y ADA 2, siendo el ADA 2 de 
importancia clínica en el diagnóstico de la tuberculosis pleural, ya que se 
encuentra en los monocitos/macrófagos y se eleva cuando estas células se 
estimulan por la presencia de microrganismos vivos en su interior (10). 
Es esperado que en el derrame pleural tuberculoso se encuentren los niveles 
elevados de esta enzima (81), no obstante, también, se eleva en empiemas, 
linfomas, lupus, artritis reumatoide y pseudoquiste pancreático, de allí, que no es 
un marcador específico para el diagnóstico de tuberculosis pleural (82). Sin 
embargo, en países en donde la tasa de incidencia de la TB es alta un ADA 
incrementado es diagnóstico de tuberculosis pleural (11) (61). En cambio, en 
zonas en donde la prevalencia de TB es baja, un ADA aumentado daría la 
sospecha de un caso probable de TB pleural, que tendría que sumarse con otros 
paraclínicos para establecer el diagnóstico. 
Entre los factores limitantes de esta prueba está el establecer los puntos de corte 
para la misma, lo cual se debe hacer de acuerdo a la zona en donde se utilice, 
no es lo mismo un ADA de 35 UI/L en un área de baja incidencia de TB, a un 
resultado similar en un lugar en donde la TB es endémica (11) . 
 
Interferón gamma (INFγ) 
 
Es una citoquina producida por los LT CD4 previamente estimulados por 
antígenos mico bacterianos tales como el ESAT-6  (Early Secretory Antigen 
Target-6) y el CFP-10 (Culture Filtrate Protein 10) (10) (51). La sensibilidad y 
especificidad de esta prueba pueden llegar al 88 y 97% (83), sin embargo, al 
igual que el ADA no existe un punto de corte universal, esto a razón de que los 
métodos utilizados para su medición no son los mismos; además el costo de la 
prueba hace que no sea de uso rutinario como lo es el ADA. 
Es importante mencionar que el rendimiento del INFγ disminuye en individuos 
con alteración de su sistema inmune, como es el caso de la población VIH, y se 
han encontrado falsos positivos en neoplasias, tromboembolismo, empiemas y 
derrames para neumónicos (10). 
Lisozima 
 
Es una enzima bactericida, presente en los gránulos citoplasmáticos de los 
polimorfo nucleares neutrófilos (10). Sus niveles se incrementan en 
enfermedades granulomatosas. Es importante en la artritis reumatoide, 
tuberculosis y empiema. En el diagnóstico de pleuritis tuberculosa, sobre todo si 
lo asociamos a la determinación de ADA. Una valor de lisozima pleural /  lisozima 






diagnóstico de pleuritis tuberculosa; aunque pueden existir falsos positivos por 
adenocarcinomas y linfomas (72). 
Pruebas de amplificación de ácidos nucleicos 
 
Al ser el derrame pleural tuberculoso una muestra paucibacilar (baja 
concentración de bacilos), los métodos microbiológicos, como la baciloscopia y 
el cultivo son poco sensibles, como se evidencio anteriormente (10). Las pruebas 
moleculares a diferencia de las microbiológicas/fenotípicas, permiten detectar el 
bacilo así existan bajas concentraciones del mismo en la muestra; estas manejan 
una sensibilidad cercana al 60% y una especificidad en la mayoría de veces muy 
cercana al 98%, lo que indica que son útiles para confirmar el diagnóstico, pero 
no para descartarlo. Entre las más comunes y utilizadas están: 
 GeneXpert MTB/RIF,  es una PCR  a tiempo real, permite 
determinar la presencia del bacilo y además su resistencia a Rifampicina, 
en muestras de esputo; en el derrame pleural tuberculoso la sensibilidad 
es baja (15.27  %) mientras que la especificidad es del 100%  (84) . 
 
 Genotype MTBDRplus2.0,  esta prueba utiliza la amplificación por 
PCR de una región del gen codificante de la subunidad 23s del ARN 
ribosomal, para la detección del Complejo M. tuberculosis; además, 
determina la presencia de las principales mutaciones  en los genes  que 
confieren resistencia a rifampicina (Gen rpoB)  e isoniacida (Genes KatG 
e inhA)  (85). Entre sus ventajas están: no requiere un cultivo, se puede 
hacer de la muestra directa; rapidez de resultados, sin embargo su uso es 
solamente  recomendado para muestras pulmonares (esputo y lavados 
broquioalveolares) (86). 
 
 PCR IS6110, en la actualidad es la que presenta mayor sensibilidad 
y especificidad para el diagnóstico de M. tuberculosis, (sensibilidad  
96.7%, especificidad  100% en biopsias  parafinadas) (87),  en  líquidos 
pleurales  esta sensibilidad disminuye (42 al 81%) (70). 
La secuencia de inserción  6110 es un elemento móvil que se encuentra 
presente  en diferente  número y localización  en el genoma de   todos los 
miembros del complejo M. tuberculosis (MTBC) (88) (89), se ha convertido 
en un blanco importante para el diagnóstico e  identificación de M. 
tuberculosis a partir de cualquier muestra clínica. 
También está la metodología PCR   en  tiempo real o (q PCR IS6110) que 
es  mucho más sensible; en  Bogotá se hizo un estudio con esta 
metodología en muestras pleurales y la técnica mostro una sensibilidad 
cercana al 83% y una especificidad cercana al 90% (90). 
Aunque la muestra ideal para el diagnóstico de la TB pleural es la biopsia Pleural, 
como se mencionó anteriormente es un método invasivo, por lo que 
generalmente, no se dispone de esta muestra en nuestro medio (10) (51), sin 
embargo, se sabe que, su cultivo aumenta casi en 30% la sensibilidad del 









5.1 Tipo de estudio 
 
Descriptivo de corte transversal de prueba diagnóstica. 
 
5.2 Muestra de estudio 
 
80 líquidos pleurales tomados de pacientes con sospecha de tuberculosis pleural 
que aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado. 
   
 Se definió paciente sospechoso de tuberculosis pleural a aquel que “presenta 
malestar general, con síntomas asociados como tos, fiebre, dolor pleurítico, 
sudoración nocturna, (puede presentar uno, dos, o todos los mencionados) más 
derrame pleural demostrado por radiografía de tórax compatible con exudado 
linfocitico de acuerdo a criterios de Light”. 
 
5.3 Criterios de inclusión 
 
Pacientes mayores de 18 años inmunocompetentes o inmunosuprimidos con 
sospecha clínica de TB pleural, captados en los servicios de hospitalización de 
hospitales participantes. 
 
5.4 Criterios de exclusión 
 
Ninguno diferente al incumplimiento de los criterios de inclusión 
 
5.5 Disposiciones éticas 
 
Este estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Nacional de 
Colombia y por los hospitales participantes. Cada paciente que decidió participar 
en el estudio, firmó un consentimiento informado, el profesional que tomó los 
datos explicó en qué consistía el proyecto y aclaró las dudas que se presentaron, 
se protegió la privacidad del individuo y se cumplió con los principios éticos 
conforme a la resolución 8430 de 1993 del Ministerio de Salud, teniendo en 







5.6 Recolección de la Información  
 
Los datos de los pacientes fueron obtenidos de acuerdo a la encuesta realizada 
para tal fin, y se complementaron con la revisión de la historia clínica. Esta 
información junto con los resultados fue almacenada en una base de datos de 
Microsoft Excel® en el laboratorio de Micobacterias de la Facultad de Medicina 
de la Universidad Nacional de Colombia y exportada a Access2007®, para su 
análisis. 
 
5.7 Metodología para cumplir el objetivo general y el objetivo 
específico 1  
 
Evaluar las técnicas PCR multiplex IS6110-hsp65-dnaJ, PCR a tiempo real, 
GenoType®MTBDR plus 2.0, baciloscopia y cultivo en el diagnóstico de la TB 
pleural. 
5.7.1 Baciloscopia 
Es la técnica fundamental en toda investigación bacteriológica en tuberculosis, 
tanto para el diagnóstico como para el control del tratamiento (91), se basa en la 
capacidad que tienen las micobacterias de captar en su pared fucsina fenicada 
(de color fucsia) o auramina (amarillo fluorescente) y retenerla aun con la acción 
de decolorantes, como la mezcla de ácido y alcohol. Esta característica se debe 
al alto contenido en lípidos, particularmente a los ácidos micólicos, que poseen 
en la pared celular. La coloración de Ziehl-Neelsen es el procedimiento más 
utilizado en los laboratorios de los países de América Latina, además es la 
recomendada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Unión 
Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades Respiratorias (UICTER), 
en ella los bacilos se observan como bastoncitos delgados, ligeramente curvos, 
rojo fucsia, destacándose claramente contra el fondo azul.  (77). 
Materiales y equipos  
Centrifuga, cabina de flujo laminar tipo II B (Labconco), microscopio (Olympus 
CX21), barreras de protección, eppendorf de 5 ml, láminas, goteros o pipeta 
Pasteur, lápiz de cera o punta de diamante, fucsina de Ziehl, alcohol acido, azul 
de metileno, mechero, soporte de coloración, gasa estéril, o servilletas 
desechables y alcohol. 
Se hicieron dos alícuotas de la muestra (liquido) en partes iguales en eppendorf 
de 5 ml. El volumen de la muestra obtenida era de 2-8 ml de líquido pleural, por 
tal razón cada alícuota generalmente era de 3 ml; de la primera alícuota, previa 
centrifugación, del sedimento se tomó una gota  40 -50 μl  , se hizo el  extendido 
para coloración de  Ziehl-Neelsen  (ZN), acto seguido se fijó con calor y se dejó 
secar a temperatura ambiente. 
Coloración  Ziehl-Neelsen 
Se colocó la lámina en el soporte de coloración, mirando que el soporte no 






fucsina  de  Ziehl-Neelsen  sobre toda la extensión de lámina, e inmediatamente 
se comenzó la emisión de vapores durante 5 minutos, esta emisión se hizo de 
manera constante teniendo la precaución de no dejar secar la lámina, y 
observando que la emisión de vapores se diera, pasados los  5 min se dejó 
enfriar la lámina y se enjuagó con agua, para luego añadir alcohol ácido (HCL) 
durante 2 min, se repitió el lavado con agua y se inspeccionó que la lámina 
quedara bien decolorada, es decir que sobre la superficie de la misma no se 
observaran restos de color rosa; finalmente de cubrió el porta objetos con azul 
de Metileno por 2 min, se lavó la lámina, y se puso a secar a temperatura  
ambiente. 
Lectura de la baciloscopia 
Se hizo en un microscopio (Olympus CX21) se realizó un recorrido sobre la 
superficie del extendido previamente coloreado, en busca de los bacilos ácido 
alcohol resistente, un total de 100 campos microscópicos. 
 
Figura 4. Lectura baciloscopia 
 
En cada cuadro se anotó el número de 
BAAR (bacilos acido alcohol resistente) 
encontrados por campo, si no se observaba 
ninguno se colocaba cero. 
Luego de terminar la lectura de la lámina se 
hizo un promedio de BAAR encontrados por 
campo, se sumó el total de contados y al 
resultado se le dividió por el número de 
campos observados. 
 
















El resultado de la lectura de la lámina de hizo de acuerdo a la tabla 2 
 
Tabla 2: Informe de resultados de baciloscopia 
RESULTADO INFORME 
No se encuentran BAAR en los 100 campos 
observados 
No se observan bacilos acido alcohol 
resistentes 
Se observan de 1 a 9 BAAR en 100 campos 
observados 
Número exacto de bacilos en 100 campos 
Se observan de 10 a 99 BAAR en 100 campos 
observados. 
Positivo (+) 
Se observa de 1 a 10 BAAR por campo en 50 
campos observados 
Positivo (++) 
Se observan más de 10 BAAR en 20 campos 
observados 
Positivo (+++) 
Tomado de http://www1.paho.org/Spanish/AD/DPC/CD/tb-labs-baciloscopia.pdf 
5.7.2 Cultivo 
El cultivo es la prueba de oro para el diagnóstico de tuberculosis es más sensible 
que la baciloscopia, pero su resultado es más demorado. Puede evidenciar un 
mínimo de 10 a 100 bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR) presentes en una 
muestra (78), si es realizado en forma adecuada. Cuando la tuberculosis es extra 
pulmonar el rendimiento del cultivo es muy variable según la localización de la 
enfermedad, el medio Lowenstein Jensen (LJ) es positivo en menos del 20% de 
los casos de pacientes VIH negativos a los 30 o 60 días, cabe resaltar que la 
positividad aumenta en VIH positivos; la siembra de las muestras en medio 
líquido (BACTEC) aumenta la positividad del cultivo al doble y en menos tiempo 
(75) (79). 
Materiales y equipos  
Centrifuga refrigerada (eppendorf 5804 R), equipo BD BACTEC MGIT 320, 
cabina de flujo laminar tipo II (Labconco), barreras de bioseguridad, pipeta 1000 
μl, puntas de 1000 μl, tubos LJ, STG y MGIT, PANTA™, aplicadores estériles, 
marcador permanente, gradillas para tubos, alcohol, servilletas desechables. Se 
utilizó la misma alícuota de la baciloscopia, se sembró en medio sólido, y en 
medio líquido. Es importante resaltar que, dado la naturaleza estéril de la 
muestra, no se decontaminó ni para la siembra en medio sólido ni líquido. 
 Siembra en medios sólidos: previa centrifugación, del sedimento se 
siembran 200 μl en medio Lowenstein–Jensen (LJ) y medio Stonebrink 
(STG),  la siembra por duplicado (2 STG/2 LJ), con excepción  de  
muestras de bajo volumen (menor a 4 ml) en estas se hizo siembra 






o aplicador estéril, se extendió la muestra en el medio inclinado. Posterior 
a la siembra la muestra se incubó a 37 ºC, la revisión de los medios se 
hizo semanalmente durante un periodo de 12 semanas, en cuanto se 
observaba una colonia se le hacia la coloración de ZN para confirmar los 





















 Siembra en medio líquido: se utilizó el sistema BACTEC/MGIT. El medio 
MGIT contiene caldo middlebrook 7H9 modificado con un compuesto 
fluorescente embebido en silicona en la parte inferior del tubo, este 
compuesto es sensible a la presencia de oxígeno disuelto en el caldo.  
Al medio se le agrega suplemento OADC (Ácido Oleico, Albúmina, 
dextrosa,  catalasa) y suplemento PANTA (polimixina B, anfotericina B,   
ácido nalidíxico, trimetoprim, azlocilina); este suplemento va a inhibir el 
crecimiento de gérmenes contaminantes que puedan complicar el 
crecimiento del bacilo. Se sembró un tubo por muestra, agregando 500 μl 
de la muestra previa centrifugación. Cuando hay crecimiento bacteriano, 
los microorganismos al respirar consumen el oxígeno disuelto en el medio 
haciendo que el sistema automatizado detecte la fluorescencia.   
 
Posterior a la siembra el medio de cultivo fue ingresado al equipo BD 
BACTEC MGIT 320, cada muestra se numeró así: TBP-01 (Tuberculosis 
pleural más el número de ingreso). Los tubos se incubaron en el equipo 
por un periodo 43 días; cuando el sistema detectó positividad, al cultivo 
se le realizo ZN para confirmar los BAAR. 
Figura 5. Tubos medios sólidos, LJ Y STG. Marcados con la numeración 



















5.7.3 Extracción de ADN 
Materiales y equipos 
Centrifuga refrigerada, baño serológico (Memmert), cabina de flujo laminar tipo 
II (labcondo), agitador vòrtex (Whirlimixer), nanodrop (Thermo scientific 2000), 
revco (Thermo Fischer ULT1786-6-A-EA), eppendorf 2 ml, pipetas de 10 μl, 200 
μl, y 1000 μl, puntas, gradillas pequeñas, kit comercial PureLink Genomic DNA 
Mini Kit (INVITROGEN K1820-02), alcohol (etanol). De la segunda alícuota que 
se hizo de la muestra directa (3 ml) se procedió de la siguiente manera: 
Protocolo para tejidos de mamíferos, con Kit comercial PureLink Genomic DNA 
Mini Kit (INVITROGEN K1820-02): 
1) Se centrifugó (alícuota) a 14.000 rpm por un periodo de 30 minutos. 
2) Se decantó el sobrenadante y el sedimento se agitó con vórtex 
(Whirlimixer), por 10 segundos. 
3) Al sedimento se le adicionó 200 μl de buffer de digestión y 20 μl de 
proteinasa K. 
4) Se incubó a 55 °C en baño serológico (Memmert) toda la noche. 
5) Se sacaron los viales del baño serológico y se agregó buffer biding 
lysis a cada muestra, se agitó en vórtex por 5 segundos. 
6) Se adicionó 200 μl etanol al 96% y nuevamente se agitó en vórtex 
por 5 segundos. 
7) Se pasó la mezcla anterior (más o menos 640 μl) a la columna de 
filtración. 
8) Se centrifugó 2 minutos a 11.000 rpm. 
Figura 6. Tubos medio líquido, MGIT. Marcados con la numeración 









9) Posteriormente se decantó el sobrenadante y se le adicionó al 
sedimento en la columna 500 μl de buffer de lavado número 1, se 
centrifugó nuevamente a 11.000 rpm durante 2 minutos. 
10) Luego se decantó el sobrenadante y se añadió 500 μl de buffer de 
lavado número 2, a continuación, se centrifugó 3 minutos a 11.000 
rpm. 
11) En seguida se decantó el sobrenadante y el sedimento se pasó a 
eppendorf de 2 ml, inmediatamente se adicionó 50 μl de buffer de 
elusión para luego centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos.   
12) Cada bala (eppendorf) se llevó al nanodrop (Thermo scientific 
2000) para cuantificar el ADN, en cada muestra se dejó una 
concentración de ADN de 18-20 ng/ μl. 
13) Acto seguido los viales fueron colocados a – 50°C en revco 
(Thermo Fischer ULT1786-6-A-EA). 
                          
5.7.4 PCR multiplex IS6110-hsp65 
Esta variante de PCR permite amplificar simultáneamente dos secuencias 
específicas, el gen  hsp65 (11), que codifica para una proteína conservada  de 
choque término de 65 KDa, presente en las  especies del género Mycobacterium, 
lo cual la convierte  en un elemento útil para la identificación de especies de este 
grupo; y la secuencia de inserción IS6110 la cual está presente en las 
micobacterias que pertenecen al CMTB (89), es la herramienta molecular más 
utilizada para la identificación de tuberculosis a partir de muestras clínicas . 
Materiales y equipos 
Termociclador de un bloque (BIO-RAD T100) transiluminador (DyNA Light™ 
UV), cámara de electroforesis más fuente de poder (BIO-RAD), cabina de flujo 
laminar tipo II (labcondo), pipetas 10 y 200 μl, puntas con filtro, gradillas, alcohol, 
tubos eppendorf de 1.5 y 2 ml, papel para film, probetas, Erlenmeyer, vasos de 
precipitado, tubos Falcon 25 ml, servilletas  desechables y barreras de 
bioseguridad. 
Reactivos 
Dntps (INVITROGEN), buffer pcr, MgCl2, taq platinum (origen Brasil 
INVITROGEN), agua estéril, agarosa bajo punto (SIGMA), bromuro de etidio, 
syber Green, buffer TAE 1x, buffer carga, marcador de peso molecular 1kb 
(INVITROGEN) 
Se realizó de acuerdo a la descripción hecha por D. Bandyopadhyay (11)  . 
 Cebadores: Para el fragmento de inserción IS6110 los cebadores fueron: 
5′ -GTG GGC ATG GTC GCA GAG AT-3′ y 5′ -CTC GAT GCC CTC ACG 
GTT CA-3. Para el gen hsp65 los cebadores fueron 5′ -CTA GGT CGG 
GAC GGT GAG GCC AGG-3′ y 5′ -CAT TGC GAA GTG ATT CCT CCG 
GAT-3′. Los iniciadores fueron sintetizados por la casa comercial ARC 






 Mezcla: se realizó con base en concentraciones de la PCR IS6110, ya 
estandarizada en el Laboratorio de Micobacterias de la Universidad 
Nacional de Colombia, y se hizo con las siguientes proporciones: 
 











 El ADN se amplificó en un Termociclador de un bloque (BIO-RAD T100), El 
programa de amplificación comprendió un ciclo inicial de desnaturalización (5 
min a 85° C), seguido por 40 ciclos cada uno de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C y 
2 min a 72° C, con una extensión final de 10 min a 72 ° C y un periodo de post-
incubación final de 30 min a 4 °C. Como control positivo se usó ADN de la cepa 
control H37Rv y un control negativo (agua destilada ultrapura). El producto de 
PCR se corrió en un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio o SYBR 
green, y se visualizó en un transiluminador (DyNA Light™ UV); cada muestra se 
montó con su control de inhibidores, que consistió en adicionar una alícuota de 
ADN de M. tuberculosis H37Rv al de ADN de la muestra clínica, para corroborar 
la ausencia de inhibidores en la muestra que no permitieran amplificar un posible 
ADN micobacteriano presente. La secuencia de inserción IS6110 se observó a 
541 pb y el gen hsp65 a 165 pb. 
5.7.5 PCR IS6110 
La IS6110 es un miembro de la familia IS3, que es el grupo de IS bacterianas 
más ampliamente extendidas, encontrándose en más de 24 géneros tanto de 
bacterias gram positivas como gram negativas. La mayor parte de los miembros 
del  CMTB tienen en su genoma entre 8 y 15 de la secuencia de inserción IS6110, 
lo cual hace de esta secuencia repetitivita un blanco ideal para la identificación 
de tuberculosis (92) (89) (93). 
 
Materiales y equipos 
Termociclador de un bloque (BIO-RAD T100) transiluminador (DyNA Light™ 
UV), cámara de electroforesis más fuente  de poder (BIO-RAD),cabina de flujo 
laminar tipo II B (Labconco), pipetas 10 y 200 μl, puntas con filtro, gradillas, 
alcohol, tubos eppendorf de 1.5 y 2 ml , papel para film, probetas, erlenmeyer, 
Reactivo 1x 
Buffer 2.5 μl 
Dntps 2.0 μl 
MgCl2 0.75 μl 
Primer 1 1.0 μl 
Primer 2 1.0 μl 
Primer 3 1.0 μl 
Primer 4 1.0 μl 
Primer 5 1.0 μl 
Primer 6 1.0 μl 
Taq platinum 0.125 μl 
Agua 9.625 μl 










Dntps (INVITROGEN), buffer pcr, MgCl2, taq platinum (origen Brasil 
INVITROGEN), agua estéril, agarosa bajo punto (SIGMA), bromuro de etidio, 
syber Green, buffer TAE 1x, buffer carga, marcador de peso molecular 1kb 
(INVITROGEN). 
 Cebadores: Los primer utilizados para la secuencia IS6110 fueron INS1 y 
INS2 (5'-CGTGAGGGCATCGAGGTGGC-3’) (5'-
GCGTAGGCGTCGGTGACAAA-3'), (Invitrogen ®). 
 Mezcla: Esta es una PCR ya estandariza por el laboratorio de 
micobacterias de la Universidad Nacional de Colombia, las proporciones 
de la mezcla fueron las siguientes: 
 









La reacción se llevó a cabo en un termociclador de un bloque (BIO-RAD T 100) 
así:  desnaturación inicial de 96 ºC por 5 minutos, seguida por 40 ciclos cada uno 
de 2 minutos a 94 ºC, 60 ºC por 2 minutos y 72 ºC por 2 minutos y un ciclo final 
de 72 ºC por 7 minutos. Como control positivo se usó ADN de la cepa control 
H37Rv y un control negativo (agua destilada). El producto de PCR se corrió en 
un gel de agarosa al 2% teñido con bromuro de etidio o SYBR green, y se 
visualizó en un transiluminador (DyNA Light™ UV); al igual que en la PCR 
multiplex a cada muestra se le monto su control de inhibidores.  La secuencia de 
inserción se observó a 245 pb. 
5.7.6 PCR a tiempo real  
La PCR a tiempo real es una técnica que combina la amplificación y la detección 
en un mismo paso, al correlacionar el producto de la PCR de cada uno de los 
ciclos con una señal de intensidad de fluorescencia. Los sistemas de detección 
de esta PCR pueden ser de dos tipos: a) fluoróforos con afinidad por el ADN y 
b) sondas específicas para fragmentos del ADN, es decir, que sólo emiten 
Reactivo 1x 
Buffer 5.0 μl 
Dntps 2.0 μl 
MgCl2 0.75 μl 
INS 1 2.5 μl 
INS 2 2.5 μl 
Taq platinum 0.125 μl 
Agua 9.625 μl 






fluorescencia cuando se ha amplificado un fragmento del ADN de interés 
(blanco).  La metodología utilizada en este caso, empleó sondas Taqman, 
específicas para el blanco, marcadas con un fluorocromo donador en el extremo 
5' que emite fluorescencia al ser excitado y un aceptor en el extremo 3' que 
absorbe la fluorescencia liberada por el donador.  Para que esto ocurra, las 
moléculas donadora y aceptora deben estar espacialmente próximas. Además, 
el espectro de emisión de la primera se ha de solapar con el espectro de 
absorción de la segunda. Mientras la sonda está intacta, la fluorescencia emitida 
por el donador es absorbida por el aceptor.  Sin embargo, durante la 
amplificación de ADN diana, la sonda se hibrida con su cadena complementaria.  
Al desplazarse a lo largo de la cadena, en su acción de síntesis, la ADN 
polimerasa de Thermus aquaticus, que tiene actividad 5' exonucleasa, hidroliza 
el extremo libre 5' de la sonda produciéndose la liberación del fluorocromo 
donador.  Como donador y aceptor están ahora, espacialmente alejadas, la 
fluorescencia emitida por el primero es captada por el lector   (94, 95) (figura 7).  
 











     Tomado de: http://www.medigraphic.com/pdfs/invdis/ir-2013/ir132d.pdf 
 
El kit MTB REAL-TM permite la detección del Complejo Mycobacterium 
tuberculosis a partir de cualquier muestra, mediante la determinación del 
fragmento de inserción IS6110, para esto cuenta con sondas taqman (FAM/JOE) 
que aumentan la especificidad de esta determinación, además maneja un control 
interno para todas las muestras. El kit viene con un control interno (MTB&IC), 







Materiales y equipos 
Cabina de flujo laminar tipo II B (Labconco), Termociclador de tiempo real (7500 
Fast Applied Biosystems Thermo Fisher Scientific), placas de 96 pocillos (Fast), 
vòrtex (Whirlimixer), kit MTB REAL-TM (Sacace Biotechnologies), pipetas 10 y 
200 μl, puntas con filtro, gradillas, alcohol, tubos eppendorf de 1.5 y 2 ml, 
servilletas desechables y barreras de bioseguridad. 
 Montaje: como es una técnica comercial, todos los insumos vienen en el 
estuche, lo único externo fue el ADN, que se extrajo con kit comercial 
PureLink Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN K1820-02), cuya 
metodología se describió anteriormente. 
A cada alícuota de ADN 10 µl se le agrego el control (MTB&IC) interno de 
la prueba 10 µl (este paso se podía hacer previo a la mezcla o en la 
mezcla) 
 Mezcla: Según el kit: 
 





Amplificación: De acuerdo al kit. 
Tabla 6. Ciclos de temperatura PCR en tiempo real 
La técnica hace la detección del Complejo Mycobacterium tuberculosis en el ciclo 2, en el paso 






PCR -mix -1 5.0 μl 
PCR buffer  flu 5.0 μl 
TaqF  DNA polimerasa 0.5 μl 
UDG  enzima 0.5 μl 
MTB&IC 10 μl 
ADN 10 μl 
Paso Temp  ºC Tiempo Fluorescencia Repetición 
ciclos 
Hold 95 15 min  1 






















Interpretación de resultados: 
Tabla 7. Interpretación de resultados para las muestras. 
 
5.7.7 GenoType® MTBDRplus 2.0  
Este es un método que permite identificar la presencia del CMTB a partir de  
muestras clínicas  y cultivo, además  detecta las mutaciones más frecuentes 
relacionadas con resistencia a los medicamentos antituberculosos de primera 
línea Rifampicina (R)  e Isoniacida (H); está basada en ensayo de sonda lineal 
(line probe assay) que involucra PCR e hibridación de los amplicones biotinilados 
a los oligonucleótidos específicos inmovilizados en una membrana en forma de 
tira (85) (86).    
Las tiras de ensayo contienen 5 controles: el control de conjugado (CC), control 
de amplificación (CA), control de complejo M. tuberculosis (TUB) y control de los 
loci rpoB, katG e inhA. Todos deben estar presentes para la validación del 
resultado. El CC indica la unión eficiente entre el conjugado y substrato, la banda 
CA indica amplificación de la reacción y ausencia de inhibidores de la muestra. 
Las zonas de control de los loci indican que haya amplificado cada uno y deben 
aparecer cuando la zona de “TUB” está presente. Para caracterizar el aislado 
evaluado se encuentran 22 sondas en la tira de ADN. TUB representa la región 
específica del gen rARN 23S perteneciente al CMTB; 8 sondas tipo silvestre 
(WT) comprenden la región del gen rpoB que codifica para los aminoácidos 505 
a 534 (WT1 a WT8) y 4 sondas  que son específicas de las mutaciones más 
comunes: MUT1, MUT2, MUT3 Y MUT4 (D516V, H526Y, H526D, y S531L, 
respectivamente). En el gen katG se encuentran 3 sondas específicas para el 
codón 315, una corresponde a katG WT y dos corresponden a las mutaciones 
MUT1 (AGC por ACC: S315T1) y MUT2 (AGC por ACA: S315T2). Finalmente, 6 
sondas están designadas para la región promotora del gen inhA (-8, -15 y -16), 
dos sondas corresponden a inhA WT1 (-15 y -16) y WT2 (-8). Otras 4 detectan 
mutaciones de C15T (MUT1), A16G (MUT2), T8C (MUT3A) y T8A (MUT3B) (86).  
Materiales y equipos 
 
 Kit GenoType® MTBDRplus ver 2.0, Termociclador de un bloque (BIO-RAD 
T100), TwinCubator® Hain LifeScience GmbH, cabina de flujo laminar tipo II 






< o= 38 < o =38/ > 38 Valido Positivo para complejo 
Mycobacterium tuberculosis 
- < o = 38 Valido Negativo para complejo 
Mycobacterium tuberculosis 
-/>38 -/> 38 Invalido Invalido 






eppendorf de 1.5 y 2 ml , tubos Falcon 25 ml, servilletas  desechables y barreras 
de bioseguridad. 
La prueba molecular GenoType® MTBDRplus 2.0 se realizó de acuerdo a las 
instrucciones de manufactura, cambiando el volumen de ADN de 5 µl a 10 µl 
(GenoType® MTBDRplus ver 2.0 instrutions for user). 
 Montaje:  el ADN, que se extrajo con kit comercial PureLink Genomic DNA 
Mini Kit (INVITROGEN K1820-02), cuya metodología se describió 
anteriormente.                         
 
Tabla 8. Mezcla GenoType® MTBDRplus ver 2.0 
Reactivo 1x 
AM-A 10 µl 
AM-B 35 µl 
ADN 10 µl 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
 Amplificación e Hibridación: Se llevó a cabo en el termociclador de un 
bloque (BIO-RAD T100) con los siguientes ciclos: 15 minutos de 
activación de la polimerasa a 95°C, 10 ciclos de denaturación a 95°C 
durante 30 segundos y elongación a 58°C durante 120 segundos; 3 ciclos 
de denaturación a 65°C por 2 segundos, anillamiento a 53°C durante 40 
segundos y elongación a 70°C durante 40 segundos y una extensión final 
a 70°C durante 8 minutos.  Los amplicones marcados con biotina fueron 
hibridados a una sonda complementaria unida a una membrana de 
nitrocelulosa, para esto se realizó la denaturación de las hebras de ADN 
durante 5 minutos con el reactivo DEN y se agregó 1ml del buffer de 
hibridación, esta reacción se llevó a cabo en el equipo TwinCubator® Hain 
LifeScience GmbH a 42°C durante 30 minutos. Posteriormente, se realizó 
un lavado con la solución astringente a 42°C durante 15 minutos seguido 
por un lavado con detergente durante un minuto a temperatura ambiente 
para eliminar amplicones que no se adhirieron a la membrana. En 
seguida, se realizó la adición del conjugado de fosfatasa alcalina-
estreptavidina durante 30 minutos a temperatura ambiente, se lavó dos 
veces con rinse y una con agua destilada cada uno durante un minuto, 
finalmente se agregó el substrato del conjugado y la reacción fue 
evidenciada por la presencia de bandas coloreadas donde el amplicón fue 
hibridado. La ausencia de por lo menos una de las bandas WT y/o la 
presencia de las bandas MUT indican mutación en el gen relacionado 
indicando resistencia al antibiótico respectivo. Por el contrario, si todas las 
bandas WT están presentes y no se evidencia ninguna en las regiones de 
las mutaciones, indica que la muestra evaluada es sensible al antibiótico 
correspondiente. Para la validación de la prueba es necesario que todas 
las bandas de los controles se encuentren presentes, de lo contrario la 





















































WT: Wild Type, MUT: Mutación. * Mutación detectada únicamente in silico. Tomado de: 









5.8 Metodología para cumplir el objetivo general y especifico 
específico 2  
 
Comparar el funcionamiento de las diferentes pruebas empleadas para el 
diagnóstico de TB-pleural y valorar el funcionamiento combinado de las pruebas 
aplicadas. 
5.8.1 Muestra 
La muestra estuvo conformada por 80 líquidos pleurales, se obtuvo sólamente 
un resultado de biopsia pleural para el presente estudio. 
El estudio contó con algunos datos de ADA en algunos casos. 
Debido a la baja sensibilidad del cultivo para este tipo de tuberculosis, se tomó 
como patrón de oro imperfecto para evaluar las características operativas de las 
pruebas entre técnicas, el criterio médico de administrar o no tratamiento 
antituberculoso a los pacientes, de acuerdo a la clínica, y a los exámenes de 
laboratorio disponibles. Esta decisión se sustentó en estudios y revisiones 
previos en los que  se observó que   exámenes tales como cultivo y baciloscopia 
no fueron la prueba de oro para el diagnóstico de tuberculosis pleural y 
emplearon la  clínica de los pacientes y  otros análisis (análisis químico, rayos x, 
sintomatología, antecedentes, nexo epidemiológico, entre otros) para la  
definición de caso  e inicio del tratamiento (74) (66) (54) (51, 97). 
La combinación de las pruebas del estudio se realizó teniendo en cuenta siempre 
los exámenes fenotípicos Bk y cultivo, más cada prueba molecular utilizada. Se 
obtuvieron los valores de sensibilidad, especificidad, valores predictivos y curvas 
ROC. las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), presentan la 
sensibilidad de una prueba diagnóstica que produce resultados continuos, en 
función de los falsos positivos (complementario de la especificidad) para cada 
metodología utilizada en el presente estudio. 
Para las curvas de ROC se tomaron en cuenta los resultados positivos de las 
pruebas utilizadas y se aplicó el estándar de oro (criterio médico de administrar 
o no tratamiento antituberculoso a los pacientes). Se catalogaron las técnicas 
evaluadas como:   Verdadero Positivo (VP), Verdadero Negativo (VN), Falso 
Positivo (FP), Falso Negativo (FN), y se procedió a determinar que prueba tiene 
mejor   capacidad discriminativa para distinguir pacientes 










5.9 Metodología para cumplir el objetivo general y el objetivo 
específico 3 
 
Establecer las características clínicas y epidemiológicas de los pacientes con 
tuberculosis pleural. 
5.9.1 Variables y análisis de la muestra 
Se obtuvieron de la encuesta realizada previa adquisición del líquido pleural 
(edad, sexo, tipo de vinculación a seguridad social, lugar de residencia, 
antecedentes de tuberculosis, VIH, enfermedades autoinmunes, consumo de 
drogas, y síntomas como tos, expectoración, dolor pleurítico, sudoración 
nocturna, fiebre, dolor de cabeza, hemoptisis),y ADA; además también están  los 
resultados de las  pruebas del estudio (Bk, cultivo, PCR is6110, PCR hsp65-
IS6110, PCR en tiempo real IS6110) todos, se consignaron en una base de datos 
en Excel con el ingreso de cada paciente (TBP-1, TBP- 2 …), la misma luego se 
pasó a  Microsoft Access2007® para realizar el análisis final de los datos, 
mediante el programa  el programa STATA 12®.  Anexo 1 se muestra la encuesta 
aplicada a los pacientes para obtener la información de las variables 
epidemiológicas.  
 
5.9.2 Recolección de las muestras 
Tabla 9.  Muestras recogidas e institución proveniente 
Institución Líquido Pleural Biopsia pleural 
Hospital Simón Bolívar (HSB) 40  0 
Hospital Santa Clara (HSC) 26 0 
Hospital Universitario San Ignacio (HUSI) 6 0 
Hospital el Tunal (HT) 6 0 














6.1 Objetivo 1 
 
Evaluar las técnicas PCR multiplex IS6110-hsp65, PCR a tiempo real, 
GenoType®MTBDR plus 2.0, baciloscopia y cultivo en el diagnóstico de la TB 
pleural. 
 
6.1.1 Baciloscopia  
La baciloscopia, sólo fue positiva en 2/80 (2.5%) muestras de líquido pleural. 
 







     
                          
 
 














El cultivo solo fue positivo en 3/80 (3.8%) muestras de líquido pleural, tanto en 
medio sólido (LJ) como en medio (MGIT). 
 















































6.1.3 PCR IS6110 
Por PCR IS6110 5/80 (6.3%) muestras de líquido pleural fueron positivas. 
 
Figura 12.PCR IS6110 
 
 
Tinción con Bromuro de etidio de la electroforesis de los productos amplificados de la 
Secuencia de Inserción IS6110, M: Marcador de peso molecular. Carril 6: control positivo cepa 
H37Rv. Carril 5: Control negativo (mezcla PCR y agua destilada ultra pura). Carril 4: Muestra-
51 (positivo). Carril 3: Control Inhibidores muestra 51. Carril 2: Muestra 52 (positivo). Carril 1: 
Control de Inhibidores muestra TBP-52.  
Nota: El control de inhibidores tiene la mezcla para PCR, más ADN de la muestra problema, más 


















6.1.4 PCR multiplex IS6110-hsp65 
Por PCR multiplex solo 2/80 (2.5%) muestras de líquido pleural fueron 
positivas. 
 
Figura 13. Amplificación PCR multiplex 
 
 
Tinción con SYBR Green de la electroforesis de los productos amplificados de PCR 
multiplex, secuencia de inserción IS6110 (541Kb) y gen hsp65 (165 Kb). M: Marcador de 
peso molecular. Carril 1: Control negativo (mezcla PCR y agua destilada ultra pura). Carril 2: 
Control positivo cepa H37Rv.  Carril 3: Muestra 54. Carril 4: Control de Inhibidores muestra 54. 
Carril 5: Muestra 55. Carril 6: Control de Inhibidores muestra 55. Carril 7: Muestra 56 (positivo). 
Carril 8: Control Inhibidores muestra 56. Carril 9: Muestra 57. Carril 10:  Control de Inhibidores 
muestra 57. 
Nota: El control de inhibidores tiene la mezcla para PCR, más ADN de la muestra problema, más 














6.1.5 PCR a tiempo real IS6110 
Por PCR a tiempo real 17/80 (21.3%) muestras fueron positivas. 












Sonda FAM (verde): Detecta la intensidad de la fluorescencia producida por una muestra positiva 
para M. tuberculosis. 
Sonda JOE (Amarillo): Control interno, fragmento de inserción IS6110 modificado y clonado a 
partir del bacteriófago λ. 
1.Control negativo: (mezcla PCR, agua destilada ultra pura y control interno de la prueba). 



































Sonda FAM (verde): Detecta la intensidad de la fluorescencia producida por una muestra positiva 
para M. tuberculosis. 
Sonda JOE (Amarillo): Control interno, fragmento de inserción IS6110 modificado y clonado a 
partir del bacteriófago λ. 
Control positivo: (mezcla PCR, cepa H37Rv y control interno de la prueba). Cuando FAM es ≤ 
38 Ct y JOE ≤ / > 38 Ct es un resultado positivo para complejo M. tuberculosis. 
 










Sonda FAM (verde): Detecta la intensidad de la fluorescencia producida por una muestra positiva 
para M. tuberculosis. 
Sonda JOE (Amarillo): Control interno, fragmento de inserción IS6110 modificado y clonado a 
partir del bacteriófago λ. 
MUESTRA  15.  Cuando FAM es ≤ 38 Ct y JOE ≤ / > 38 Ct es un resultado positivo para 



















Sonda FAM (verde): Detecta la intensidad de la fluorescencia producida por una muestra positiva 
para M. tuberculosis. 
Sonda JOE (Amarillo): Control interno, fragmento de inserción IS6110 modificado y clonado a 
partir del bacteriófago λ. 
Muestra 36. Cuando FAM es negativo (-), y JOE es ≤ a 38 Ct, es un resultado valido, negativo 
para complejo M. tuberculosis. 
                                                                                                                                                          

















Sonda FAM (verde): Detecta la intensidad de la fluorescencia producida por una muestra positiva 
para M. tuberculosis. 
Sonda JOE (Amarillo): Control interno, fragmento de inserción IS6110 modificado y clonado a 
partir del bacteriófago λ. 
Muestra inválida: FAM > 38 Ct, JOE ≤ / > 38 Ct, es un resultado invalido, es necesario 








6.1.6 GenoType® MTBDRplus ver 2.0 
Por GenoType® MTBDRplus ver 2.0, 8 (10%) muestras fueron positivas  
 
Figura 19. Tiras positivas y negativas para complejo Mycobacterium Tuberculosis en 

















De derecha a izquierda, tira control de lectura, muestras 56 y 57 positivas para complejo 
Mycobacterium tuberculosis sensibles a Rifampicina e Isoniacida, muestras 58, 59, 60 y 61 




















Genotype PCR IS6110 Cultivo BK Multiplex 
1 + - - - - - 
3 + - - - - - 
4 + - - - - - 
15 + + - + + - 
16 + + - + - - 
25 + + - - - - 
26 + + - - - - 
27 + - - - - - 
28 + - - - - - 
51 + + + - - + 
52 + + + - - - 
53 + - + - - - 
56 + - - - - - 
57 + + + - - - 
58 + + + - - - 
68 + - - - - - 
76 + - - + + + 
 
Como se observa en la tabla No 10, 17 pacientes fueron positivos para 
Tuberculosis pleural por PCR en tiempo real, de los cuales, 8 dieron positivas 
por GenotypeMTBDRplus2.0, 5 por PCR IS6110, 2 por PCR múltiple IS6110-
















6.2 Objetivo 2 
 
Comparar el funcionamiento de las diferentes pruebas empleadas para el 
diagnóstico de TB-pleural y valorar el funcionamiento combinado de las pruebas 
aplicadas 
 
Tabla 11. Rendimiento individual y combinado de pruebas fenotípicas en el diagnóstico de 
Tuberculosis pleural 
PRUEBAS S % E% ROC   VPP % VPN% 
Baciloscopia 11.8 100 0.559 100 80.8 
Cultivo 17.6 100 0.588 100 81.8 
Baciloscopia +cultivo 11.8 100 0.559 100 80.8 
S: Sensibilidad, E: Especificidad, ROC: Receiver operating characteristic, VPP: Valor predictivo 
positivo, VPN: Valor predictivo negativo. 
Como se observa en la Tabla 11, la sensibilidad de los métodos fenotípicos para 
el diagnóstico de TBP en este estudio es baja, pero la especificidad es alta. 
 
Tabla 12. Rendimiento individual y combinado de pruebas moleculares en el diagnóstico de 
tuberculosis pleural 
PRUEBAS S % E% ROC   VPP % VPN% 
qPCR IS6110 58.8 88.9 0.739 58.8 88.9 
GenoType MTBDRplus  47.1 98.4 0.727 88.9 87.3 
PCR IS6110 29.4 100 0.647 100 84.0 
PCR hsp65-IS6110 23.5 100 0.618 100 82.9 
qPCR-IS6110 + GenoType® 
MTBDRplus 
47.1 100 0.735 100 87.5 
q PCR IS6110+ PCR IS6110 29.4 100 0.647 100 84.0 
qPCR IS6110 + PCR hsp65-
IS6110 
11.8 100 0.559 100 80.5 
S: Sensibilidad, E: Especificidad, ROC: Receiver operating characteristic, VPP: Valor predictivo 
positivo, VPN: Valor predictivo negativo.  
Como se observa en la tabla 12, de los métodos moleculares el que mejor 






La mejor sensibilidad al combinar los métodos moleculares la tiene la q 
PCRIS6110 + GenoType® MTBDRplus, la técnica molecular que menor 
sensibilidad tuvo para el diagnóstico de TBP en este estudio fue PCR hsp65-
IS6110. 
Tabla 13. Rendimiento combinado de pruebas moleculares y fenotípicas en el diagnóstico de 
tuberculosis pleural 
 
PRUEBAS S % E% ROC   VPP % VPN% 
Bk+ Cultivo+ qPCR IS6110 11.8 100 0.559 100 80.8 
Bk+ Cultivo+ GenoType 
MTBDRplus 
23.5 98.4 0.610 80.0 82.7 
Bk+ Cultivo+ PCR hsp65-
IS6110 
5.88 100 0.529 100 79.7 
Bk: Baciloscopia, S: Sensibilidad, E: Especificidad, ROC: Receiver operating characteristic, VPP: 
Valor predictivo positivo, VPN: Valor predictivo negativo. 
Como se observa en la tabla 13, las pruebas que mejor rendimiento combinado 




















6.3 Objetivo 3 
Establecer las características clínicas y epidemiológicas de los pacientes con 
tuberculosis pleural. 
Tabla 14. Características principales de la población de estudio 
 
Como se observa en la tabla número 14, la población del estudio estuvo 
conformada en un 62.5% por hombres. El hospital que aporto un mayor número 
de pacientes fue el hospital Simón Bolívar (50 %). Los síntomas más frecuentes 
fueron las tos y dolor pleurítico con 68.7% y 61.2 % respectivamente; las 
comorbilidades más importantes en la población de estudio fueron cáncer 
(18.75%) y VIH (17.5%) 










33 (41.25 %) 









30 (37.5 %) 
50 (62.5%) 
Centro de atención hospitalaria 
 
Hospital Simón Bolívar 
Hospital Santa Clara 
Hospital Universitario San Ignacio 
Hospital El Tunal 














Pérdida de peso 
Fiebre 
Diaforesis nocturna 





55 (68.70 %) 
49 (61.20 %) 
43 (53.75 %) 
25 (31.25 %) 
25 (31.25 %) 












13 (16.25 %) 
10 (12.5%) 
8 (10 %) 
11 (13.75 %) 
14 (17.5 %) 
 









Tabla 15. Características de ingreso y egreso de los pacientes tratados para TB pleural en el 
estudio 
 
Como se observa en la tabla 15, de los 17 pacientes tratados en el estudio, 6 
tenían antecedentes de TB, 10 fallecieron, 10 tenían VIH, 10 tuvieron prueba 
PCR positiva, 6 pacientes   con PCR y ADA positiva. 7 pacientes con PCR 






Tabla 16. Pruebas moleculares y fenotípicas en relación con características epidemiológicas 























3 Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg NO 
8 Pos Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos NO 
15 Pos Pos Neg Neg Pos Pos Neg Pos SI 
16 Pos Pos Neg Neg Neg Pos Pos Pos SI 
20 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos No 
22 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg No 
24 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos SI 
25 Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg Pos SI 
44 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos No 
51 Pos Pos Pos Pos Neg Neg Neg Neg No 
52 Pos Pos Pos Neg Neg Neg Neg Pos SI 
53 Pos Neg Pos Neg Neg Neg Pos Neg SI 
54 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg No 
57 Pos  Pos Pos Neg Neg Neg Neg Neg SI 
58 Pos Pos Pos Neg  Neg Neg Neg Pos SI 
72 Neg Neg Neg Neg Neg Neg Pos Neg SI 
76 Pos Neg Neg Pos Pos Pos Pos Pos SI 
 
Pos: positivo; Neg: Negativo;  
Como se observa en la tabla 16, de los 17 pacientes tratados en el estudio, 7 
tenían VIH+ y tuvieron, q PCR positiva (verde), 2 pacientes con cultivo y 
baciloscopia positiva, casos confirmados de TBP (rosa), 1 paciente con todas las 
pruebas moleculares positivas(Azul), 10 pacientes VIH positivo (Amarillo), 10 
pacientes fallecidos (lila), 7 pacientes VIH positivo fallecieron,5 pacientes con 











































TBP-1 801 88 7 390 4.4 35 38.81 
TBP-3 923 94 6 345 4.4 45 3790 
TBP-4 ND 89 9 271 1.8 19 66.41 
TBP-15 + 2432 0 100 2700 3.6 61 61.41 
TBP-16 + 20 20 80 119 2.5 5 ND 
TBP-25 + ND ND ND 1156 3.03 ND 53.68 
TBP-26 500 100 0 608 2.78 ND ND 
TBP-27 1350 86 14 3035 2.3 41 ND 
TBP-28 1290 66 24 260 5.1 21 ND 
TBP-51 1936 90 10 651 5.4 86 4044 
TBP-52 + 2286 2 98 8563 3.7 97 ND 
TBP-53 9  100 0 1144 6,65 68 ND 
TBP-56 290 92 8 647 3.66 69 90.73 
TBP-57 5 100 0 52 2.0 10 162.7 
TBP-58 + 921 96 4 3225 3.3 288 ND 
TBP-68 ND ND ND 304 5.9 169 ND 
TBP-76 + ND ND ND 1042 5.2 65 ND 
GB: Glóbulos Blancos; %L: Porcentaje de Linfocitos; %N: Porcentaje neutrófilos; ADA: 
Adenosina Desaminasa; INF γ: Interferón gamma; TBP: Tuberculosis Pleural; LDH: Lactato 
Deshidrogenasa; ND: No hay Dato. 
En la tabla 17, se observan los 17 líquidos pleurales que dieron positivos en el 
estudio por PCR, de estos, 6 provenían de pacientes VIH positivos (rosa). 2 
tuvieron relación ADA/ INFγ elevada (Verde); la mayoría fueron exudados 
linfocíticos (11). Los Líquidos TBP-3,15,51,52,53,69,58,68,76 tuvieron un ADA 
positiva; y TBP-1,15,25,26,27,52,53,56,58,68,76 cumplen con uno de los 









































TBP-3  801 88 7 390    4.4 35 38.81 
TBP-8 193 85 15 245 3.74 9 70.05 
TBP-15 ND* 89 9 271 1.8 19 61.41 
TBP-16 2432 0 100 2700 3.6 61 ND* 
TBP-20 15 100 0 3111 7.3 ND* 1802 
TBP-22 2900 54 46 345 4.3 61 ND* 
TBP-24 640 10 90 365 4.1 14 ND* 
TBP-25 ND* ND* ND* 1156 3.03 ND* 53.68 
TBP-44 ND* 30 17 248 4.6 16 ND* 
TBP-51 1936 90 10 651 5.4 86 4044 
TBP-52 2286 2 98 8563 3.7 97 ND* 
TBP-53 9 100 0 1144 6.65 68 ND* 
TBP-54 ND* 96 1 2637 5.2 ND* ND* 
TBP-57 5 100 0 52 2.0 10 162.7 
TBP-58 921 96 4 3225 3.3 288 ND* 
TBP-72 284 91 9 248 6.2 54 ND* 
TBP-76 ND* ND* ND* 1042 5.2 65 ND* 
GB: Glóbulos Blancos; %L: Porcentaje de Linfocitos; %N: Porcentaje neutrófilos; ADA: 
Adenosina Desaminasa; INF γ: Interferón gamma; TBP: Tuberculosis Pleural; LDH: Lactato 
Deshidrogenasa; ND: No hay Dato. ND*: Liquido pleural coagulado/ no se realizó examen;  
En la tabla 18, se observan los 17 líquidos provenientes de los 17 pacientes 
tratados en el estudio; nótese 11 Líquidos con exudado Linfocitico (Amarillo); 3 
Líquidos con exudado neutrofilico (Café),8 ADA positiva (Azul); TBP-51 ADA 













Tabla 19. Comparación de líquidos pleurales positivos por pruebas moleculares, asociados con 
las características epidemiológicas importantes, del total de pacientes tratados y no tratados 
Grupo 1: Pacientes con pruebas moleculares positivas 
Grupo 2: Pacientes con pruebas moleculares negativas 
I: Ingreso, G: Genero, E: Edad, Bk: Baciloscopia, CS: Cultivo sólido, MGIT: Cultivo líquido, 
GENO: GenotypeMTBDRPLUS2.0, PCR MX: PCRIS6110-hsp65, TTO: tratamiento, M: Muerte. 
 
En la tabla 19, se observan todos los pacientes tratados en el estudio (amarillo), 
de los cuales 17 tuvieron un resultado positivo para tuberculosis pleural (rosa) y 
7 no tuvieron resultados positivos. Dentro de estos 17 pacientes, 9 pacientes 
tenían serología positiva para VIH (azul) y 11 fallecieron. se observaron 3 casos 








La tuberculosis extra pulmonar (TBE), se define como la infección causada por 
Mycobacterium tuberculosis en cualquier órgano o tejido del cuerpo, diferente a 
los pulmones; El diagnóstico de la TBE, se basa en el aislamiento del bacilo en 
la muestra a analizar (liquido o tejido), pero dada la baja sensibilidad, debido a 
la naturaleza paucibacilar de las muestras, la TBE se diagnostica, por otros 
exámenes tales como: determinación de ADA, TAC, entre otros, y se confirma 
por clínica. (97). Es bien  sabido que métodos como la baciloscopia y el cultivo 
tienen muy bajo rendimiento en el diagnóstico de la  TBE,  ya que para  que una  
baciloscopia sea positiva se requiere que  la muestra contenga  de 5.000 a 
10.000 bacilos / ml, y el cultivo entre 10 a 100 bacilos / ml, número que no se va 
a encontrar en aislados  extra pulmonares (70) . Las formas más frecuentes de 
TBE en  el mundo son: pleural, ganglionar, meníngea y ósea, (17),   siendo la TB 
ganglionar la de mayor número de  casos, seguida por la TB pleural (98). 
En Colombia la tuberculosis pleural es la causa más frecuente de TBE (38.3%) 
(6);  se define como la infección ocasionada por el bacilo tuberculoso en la 
pleura, que ocasiona un derrame pleural con características clínicas y 
bioquímicas asociadas a la enfermedad, teniendo en cuenta criterios como los 
de Light y marcadores bioquímicos importantes como el ADA y el INFγ (74) (69)  
(83) (11, 82) (99) (100) (78) . 
El diagnóstico definitivo de la pleuresía tuberculosa se hace mediante la 
recuperación del bacilo a partir de esputo o de pleura (liquido/biopsia) o por el 
hallazgo de granulomas caseosos en la biopsia pleural (10) (51). 
En el presente estudio dado el bajo rendimiento de las pruebas fenotípicas, para 
el diagnóstico de TBP, la ausencia de biopsias pleurales (muestra de elección)  
(61) (70), y la falta de datos completos de niveles de ADA, que son los 
marcadores diagnósticos más importantes para esta entidad (17), se tomó como  
patrón de oro imperfecto el inicio del tratamiento antituberculoso, de acuerdo al 
criterio  clínico  basado  en  parámetros  como; ADA, criterios  de Light,  
antecedentes de TB,VIH, y rayos X. En  nuestro   país   según  el Boletín 
Epidemiológico del Instituto Nacional de salud ( semana epidemiológica 45 de 
2016)  el 41.2%  (813/1972) de la TBE se confirma por clínica, no  por laboratorio 
(6). Además algunos estudios sugieren que con frecuencia el diagnóstico de la 
TBP se hace con base en hallazgos clínicos, que hacen que el clínico decida 
iniciar tratamiento (97) (62) (61). 
Debido a lo anteriormente mencionado y de acuerdo al patrón de oro 
seleccionado, (Inicio de tratamiento), se presentaron 17 casos positivos (ver 
tabla16) para TBP, de los cuales solo 2 tuvieron el cultivo y la baciloscopia 
positiva, lo cual evidencia que el rendimiento de las pruebas fenotípicas (BK y 
cultivo) es bajo (véase tabla 11), sensibilidad 11.8% y 17,6 % respectivamente, 
y la combinación de las dos pruebas no mejora la sensibilidad en el diagnóstico 
de TBP 11.8 %; hallazgo comparable con los resultados de  un estudio realizado 
en muestras extra pulmonares en Chile (102). Un resultado negativo de estas 
pruebas no descarta la enfermedad; estos datos también son muy similares a los 






de la baciloscopia del 5% y del cultivo del 12-36.6%; y a un estudio realizado en 
México (2003),  en el que de 193 líquidos  pleurales estudiados solo 2 fueron 
positivos por baciloscopia (0.9%) y 13 por cultivo (6.4%)  (76). Otras  
investigaciones sugieren que la positividad de estas pruebas aumentaría en 
pacientes VIH positivos (103) (104); En nuestro estudio como se observa en  las 
tablas 16  y 17,  de los  17 pacientes tratados, 10 eran VIH positivo (58.8%) , de 
estos  solo 2 (20%) pacientes fueron positivos por baciloscopia y 3 por cultivo 
(casos confirmados). En la tabla 17,  en donde se relacionan los pacientes 
positivos por pruebas moleculares sin tener como base el inicio del tratamiento, 
de los 17 líquidos positivos 6 eran pacientes VIH positivos (35.2%), esto indica 
que la variable de ausencia o presencia de VIH en esta investigación fue 
determinante a la hora de definir un caso de tuberculosis pleural, pues un 58.8 
% de la población positiva según el inicio del tratamiento antituberculoso tenia 
VIH y un 35.2% de pacientes con prueba molecular positiva para TBP, tenía 
serología positiva para VIH, esto se relaciona con la alta asociación VIH/ 
tuberculosis existente en el mundo (informe OMS 2015), además vale la pena 
resaltar que la pleuresía tuberculosa es una de las formas extra pulmonares más 
asociadas  a la población VIH positiva (70). 
En relación a los ensayos moleculares tenemos, que la sensibilidad de la PCR 
varía entre 42-81% (70),  lo cual va a depender   de: (i) blanco a amplificar, (ii)  
tipo de metodología utilizada, (iii)  número de bacilos que contenga la muestra  
(iv) sustancias inhibidoras de la PCR presentes en las muestras, (proteínas). 
Estudios indican que la PCR en tiempo real mejora la sensibilidad en casi un 
30% en relación a la PCR convencional (105). 
En este estudio de los 17 pacientes tratados, 11 (65%) fueron positivos por q 
PCR IS6110 (tabla 16), seguido por el GenotypeMTBDRplus2.0 con 8 (47,1%) 
pruebas positivas, y la PCR IS6110 con 5 (29,4 %) resultados positivos, mientras 
que la PCR multiplex IS6110-hsp65 sólo detectó 2 casos (11.8%). 
El rendimiento de las pruebas moleculares a nivel individual se evidencia en la 
tabla 12, siendo la q PCR IS6110 la de mejor sensibilidad  (58.8%) y mayor 
capacidad discriminativa (ROC: 0.739), sin embargo sus valores predictivos y 
especificidad no son buenos, este resultado difiere con los resultados de  un 
estudio realizado entre los años 2009 y 2012 en el Hospital Universitario la 
Samaritana (Bogotá), en el que la PCR en tiempo real mostró una sensibilidad 
del 100% y una especificidad del 91% para diagnóstico de TBP a partir de líquido 
pleural (90),  esta diferencia puede  deberse  a que  este estudio utilizó  muestras 
positivas para TBP, mientras  que nuestro  estudio analizó líquidos pleurales  
sospechosos  de TBP; cabe resaltar que el valor predictivo positivo fue más bajo 
(15%) que el del presente estudio (58).  
Un estudio realizado en Brasil entre los años 2003 y 2005, en 158  muestras, 
mostró que la  q PCR IS6110  tuvo una sensibilidad del 42.8% y una especificidad 
del 94.2% (105), aunque en este estudio el patrón de oro fue la biopsia pleural, 
y el número de muestras fue mayor, la sensibilidad y especificidad son similares 
a los encontrados  en el presente estudio (42.8 %) y (58.8%) respectivamente. 
Otra investigación, realizada en la india a partir de 204 muestras de líquido 
pleural mostró para  la qPCR  una sensibilidad del 94-96 % y una especificidad 






que: (i) la secuencia blanco empleada fue el gen 16s RNA a diferencia de  la del 
presente estudio que fue la secuencia de inserción  IS6110, (ii)  se realizó en 
muestras confirmadas por biopsia,  así como en casos probables y no probables, 
de los cuales se contó de todos los análisis clínicos, (iii) la India es una  región 
endémica para tuberculosis. 
La prueba GenotypeMDBDRPLUS2.0, es una técnica ampliamente utilizada en 
la actualidad para el diagnóstico de tuberculosis pulmonar y resistencia a los 
medicamentos de primera línea (R,H)  ya sea a partir de esputo  o de lavados 
bronco alveolares, su uso en muestras extra pulmonares no está referenciado 
(86). Un estudio realizado en el Hospital San Vicente de Paul hacia el año 2010 
evidenció en muestras pulmonares con baciloscopia positiva, la sensibilidad, 
especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo fue  de  86,7 %, 
93,7 %, 72,2 % y 97,4 % respectivamente , lo cual podría sugerir que es 
una  buena opción para la detección rápida de tuberculosis en muestras 
respiratorias (85). En este estudio se quería conocer el rendimiento de esta 
técnica en muestras extra pulmonares ya que en pulmonares está bien 
establecido, sin  embargo, a pesar de que la sensibilidad y especificidad no son 
buenas para ninguna de la pruebas moleculares utilizadas en este estudio, el 
GenotypeMDBDRPLUS2.0 fue la segunda técnica con mejor sensibilidad   
47.1% ,especificidad 98.4% y ROC  0.727,(ver tabla 12) lo que podría sugerir 
que puede ser una técnica opcional en este tipo de tuberculosis, pero se hace 
necesario la realización de más estudios con mayor número de muestras. En 
relación al número de pruebas positivas en los pacientes tratados en el estudio, 
7/17 (41.2%) fueron positivos por Genotype, y   tan solo un paciente, que no 
recibió tratamiento fue positivo por esta técnica (tabla 19). 
La PCR IS6110 es la técnica molecular más utilizada actualmente para la 
identificación de CMTB, a partir de cualquier muestra clínica, especialmente 
indicada para muestras extra pulmonares, tales como líquido cerebroespinal 
(LCR) (107),  liquido peritoneal (108) entre otros; tiene una sensibilidad que 
oscila entre 40-80 % (70); en el presente estudio la sensibilidad fue baja 29.4%, 
lo cual puede deberse entre otras cosas, a la cantidad de muestras evaluadas y 
a la presencia de inhibidores en los especímenes analizados. Un estudio 
realizado por Puerto y col. (2007) en 57 muestras de  tuberculosis extra 
pulmonar, encontró TB en 4 LCR,  se analizaron 3 líquidos pleurales y en ninguno 
se identificó el bacilo tuberculoso (109). Un estudio realizado por Villegas y col.  
(2000), en 140 líquidos pleurales provenientes de pacientes con TB probable, TB 
confirmada, y TB descartada, clasificados de acuerdo a la cínica, encontró en el 
grupo de TB probable una sensibilidad de   31.6%, valor similar al encontrado en 
nuestro estudio, que solo incorporó pacientes con TB probable. (110). 
La PCR IS6110-hsp65, es una técnica que se quería evaluar en el presente 
estudio, pues no existe referencia de la misma en el país, de hecho se 
estandarizó con base al estudio realizado por Bandyopadhyay (2008), que 
analizó 179  muestras extra pulmonares, de las cuales 49 fueron líquidos 
pleurales y tuvo una sensibilidad de 82.4% , valor diferente  al encontrado en 
este  23.5%  (11) (tabla 12) , debido probablemente a que este estudio se realizó 
en la India, país de alta prevalencia de tuberculosis (30% de la tuberculosis 
mundial), empleó muestras confirmadas como TBP, a diferencia de este estudio 






diagnosticaron sólo 2 (11.8%) casos que también fueron positivos por 
baciloscopia y cultivo positivo (Tabla 16).  
En cuanto a manejo combinado de pruebas moleculares y fenotípicas, para el 
diagnóstico de TBP, se observa que ninguna tiene buen rendimiento (tabla 13), 
sin embargo la combinación el GenotypeMTBDRplus2.0, baciloscopia y cultivo 
es la que mejor resultados muestra (S: 23.5%, E: 98.4%, ROC:  0.640, VVP: 80% 
y VPN: 82 %. 
El combinar las pruebas moleculares tampoco aumenta la sensibilidad, pero si 
la especificidad, ROC y los valores predictivos, (tabla 12). La combinación entre 
qPCR IS6110 y GenotypeMTBDRplus2.0 fue la que mostró mejores resultados 
S:47.1%, E:100%, ROC:0.735, VPP: 100%, y VPN:87.5%; sin embargo, ambas 
técnicas son costosas, se podría hacer solo una de las dos más las pruebas 
fenotípicas. 
En relación a las características clínicas de los pacientes vinculados al estudio, 
el 62.5% (50) eran hombres)  y el 37.5 mujeres (30) (tabla 14); de los 17 
pacientes tratados en el estudio 15 fueron hombres (Tabla 19), de las 17 pruebas 
moleculares positivas 11 provenían de líquidos pleuras de hombres, lo que 
concuerda con la revisión realizada por Ferreiro y col. (2013) (10), 
La edad de la mayoría de los pacientes osciló entre 41-63 años (41.25%) (tabla 
14), sin embargo revisiones han encontrado que los derrames pleurales 
tuberculosos en general afectan a población adulta jóven en edades entre los 
15-44 años (61,2%) (10); en pacientes tratados y positivos por prueba molecular 
se observó que los resultados si son similares, 7 eran menores de 41 años 
(41.17%)  9 eran mayores de 42 años y menores de 63 años (52.94%), y solo 1 
fue mayor de 64 años (5,88%) (tabla 20). 
Los síntomas más frecuentes en la población de estudio (80) fueron tos, dolor 
pleurítico y pérdida de peso con 68.7%, 61.20% y 53.75% respectivamente (tabla 
14)  muy similares a los evidenciados en  el estudio de Ferreiro y col. (2013) (10)  
y (111). 
Es importante resaltar la prevalencia de VIH en la población de estudio, 14 
(17.5%) pacientes estaban infectados (tabla 14),10 (58.8%) de ellos 10 estaban 
incluidos en el grupo de pacientes  tratados para TBP (tabla 15), de los cuales 7 
dieron qPCR positiva (tabla 16); estos resultados son los esperados debido  la 
epidemia del VIH en la actualidad, que se expande en proporciones significativas 
y especialmente en confección con TB; además el VIH es el factor de riesgo más 
significativo para TB, incrementando el riesgo comparado con personas no 
infectadas con el VIH (126). 
En este estudio se evidenció de manera lamentable una alta proporción de 
pacientes fallecidos 13 (16.5%) (tabla 14), de los cuales 9 (69.23%) recibieron 
tratamiento anti TB y tuvieron prueba molecular positiva para Tuberculosis 
pleural; de estos 13 pacientes 6 (46.15%) tenían serología positiva para VIH 
(tabla 19). 
En las tablas 17 y 18 se observan las características fisicoquímicas de los 






que fueron positivos por pruebas moleculares, evidenciando que en su mayoría. 
En la Tabla 18, se observa que 8/17 pacientes tratados tenían ADA positiva ;sin 
embargo, se sabe que,  el ADA no es una prueba específica, se pueden observar 
valores elevados en algunos tipos de cáncer, en derrames paraneumonicos, y  
empiemas bacterianos no tuberculosos (10) (51);  los valores de referencia del 
esta enzima dependen de la zona en donde se realice el estudio, en regiones 
endémicas de TB un  ADA de 30 UI/L  en liquido pleural ya es un marcador de 
derrame pleural tuberculoso (11); En este estudio, se evidenció  que en pacientes 
VIH positivos  la enzima disminuye  su rendimiento diagnóstico  (tabla  15), 
mientras que en pacientes  con cáncer los  valores superan el rango normal de  
la prueba. 
El INFγ es una de la citoquinas que se ha citado como muy específica para el 
derrame pleural tuberculoso (112)  (10), en un metaanálisis que incluyó 22 
artículos y 2.101 pacientes (782 con un DPTB), la sensibilidad, la especificidad, 
la RPP, la RPN y la odds ratio fueron 89%, 97%, 23,45, 0,11 y 272,7 (110) , 
respectivamente; sin embargo en este estudio no pudo establecerse su 
veracidad dado que es un resultado que no está disponible en la mayoría de los 
pacientes, sin embargo si se revisan  las tablas 17 y 18, se puede observar que 
hay pacientes con prueba molecular positiva, ADA positivo y INFγ positivo (tabla 
17), y pacientes  tratados  para TB con ADA positivo y INFγ positivo  (Tabla 18). 
 
El presente estudio a pesar de contar con una serie de limitaciones como fueron 
la dificultad en la adquisición de las muestras, la cantidad de nuestra adquirida, 
el no registro de exámenes importantes como el ADA y la ausencia de un patrón 
de oro perfecto para el diagnóstico de TBP como la biopsia pleural, muestra   una 
realidad diagnóstica, que radica en la dificultad que hay en la identificación del 
bacilo tuberculoso en la   tuberculosis pleural. A pesar de que el rendimiento de 
las pruebas moleculares no es el ideal, para el diagnóstico de tuberculosis 
pleural, es mejor que el de las pruebas fenotípicas, por lo que se recomienda su 
uso en la práctica clínica, pues a pesar de que la literatura menciona que la 
tuberculosis pleural se puede resolver sin tratamiento, en 2 a 4 meses en 
pacientes sanos. Un alto porcentaje (65%) presentarán manifestaciones extra 
pulmonares en los próximos cinco años si no se trata adecuadamente (66). 
Sería importante que se realizaran más estudios en muestras extra pulmonares 
con la técnica GenotypeMTBDRplus2.0, pues en esta investigación los 
resultados fueron relevantes teniendo en cuenta que en el país la técnica 
sólamente se usa para muestra pulmonares; también sería interesante hacer una 
investigación que pueda comparar biopsias pleurales vs líquidos pleurales, 
estudiados por pruebas moleculares y pruebas fenotípicas, así como de  ADA  e 
INFγ, de hecho esta es una de las pocas  investigaciones realizadas en el país  











 Las pruebas fenotípicas (baciloscopia y cultivo) tienen poca sensibilidad 
para el diagnóstico de tuberculosis pleural. 
 
 La aplicación de los criterios de Light en la pleuresía tuberculosa es 
importante, ya que la mayoría de los líquidos de los pacientes  tratados 
para TBP  en este estudio, cumplieron con uno o todos los enunciados de 
Light  (74). 
  
 La sospecha clínica de Tuberculosis pleural es una base importante a la 
hora de establecer un diagnóstico, pues todos los pacientes de este 
estudio (80) ingresaron como sospechosos y a 17 (21.25%) se les inició 




 Las técnicas moleculares qPCR IS6110, GenotypeMTBDRplus2.0 
tuvieron mejor rendimiento (S:58.5%, E:88.9%, ROC:0.739, VPP:58.8% 
VPN:  88.9%   y S: 47.1%, E:  98.4%, ROC:0.727, VPP:   88.9%   
VPN:87.3%) respectivamente, que la baciloscopia y cultivo para el 
diagnóstico de TBP. 
  
 El dolor pleurítico, la tos y la fiebre fueron los síntomas más frecuentes en 
la población de estudio 68.7%, 61.20% y 53.75% respectivamente, lo que 
es similar a lo encontrado en otras investigaciones. 
 
 
 La presencia de VIH en la población de estudio fue determinante a la hora 
del inicio del tratamiento. 
 
 A pesar de no contar con todos los resultados del ADA, el presente estudio 




 Es importante tener en cuenta otras entidades que estén relacionadas con 
exudados pleurales linfociticos, y valores elevados del ADA, ya que las 
neoplasias usualmente tienen características fisicoquímicas similares a 













9.1  Anexo 1 
 
Tabla 20.  Puntos de Ct de sondas FAM y JOE en los    80 líquidos pleurales analizados 







1 18.43 26.48 POSITIVO 
2 INDETERMINADO 6.93 NEGATIVO 
3 25.46 20.22 POSITIVO 
4 28.38 21.07 POSITIVO 
5 INDETERMINADO 24.71 NEGATIVO 
6 INDETERMINADO 25.06 NEGATIVO 
7 INDETERMINADO 30.47 NEGATIVO 
8 INDETERMINADO 25.10 NEGATIVO 
9 INDETERMINADO 29.67 NEGATIVO 
10 INDETERMINADO 39.15 NEGATIVO 
11 INDETERMINADO 18.62 NEGATIVO 
12 INDETERMINADO 4.59 NEGATIVO 
13 INDETERMINADO 12.02 NEGATIVO 
14 INDETERMINADO 22.25 NEGATIVO 
15 15.94 19.70 POSITIVO 
16 36.16 17.17 POSITIVO 
17 INDETERMINADO 17.98 NEGATIVO 
18 INDETERMINADO 20.21 NEGATIVO 
19 INDETERMINADO 30.41 NEGATIVO 
20 INDETERMINADO 13.35 NEGATIVO 






22 INDETERMINADO 23.22 NEGATIVO 
23 INDETERMINADO 23.38 NEGATIVO 
24 INDETERMINADO 21.25 NEGATIVO 
25 24.40 21.05 POSITIVO 
26 22.26 23.22 POSITIVO 
27 29.30 21.22 POSITIVO 
28 24.82 24.52 POSITIVO 
29 INDETERMINADO 21.96 NEGATIVO 
30 INDETERMINADO 21.10 NEGATIVO 
31 INDETERMINADO 20.14 NEGATIVO 
32 INDETERMINADO 21.65 NEGATIVO 
33 INDETERMINADO 20.73 NEGATIVO 
34 INDETERMINADO 22.35 NEGATIVO 
35 INDETERMINADO 22.05 NEGATIVO 
36 INDETERMINADO 20.39 NEGATIVO 
37 INDETERMINADO 18.98 NEGATIVO 
38 INDETERMINADO 20.23 NEGATIVO 
39 INDETERMINADO 20.52 NEGATIVO 
40 INDETERMINADO 25.57 NEGATIVO 
41 INDETERMINADO 20.26 NEGATIVO 
42 INDETERMINADO 19.53 NEGATIVO 
43 INDETERMINADO 22.58 NEGATIVO 
44 INDETERMINADO 24.78 NEGATIVO 
45 INDETERMINADO 31.52 NEGATIVO 
46 INDETERMINADO 21.46 NEGATIVO 






INDETERMINADO 21.98 NEGATIVO 
48 INDETERMINADO 23.77 NEGATIVO 
49 INDETERMINADO 21.35 NEGATIVO 
50 INDETERMINADO 21.84 NEGATIVO 
51 16.50 22.14 POSITIVO 
52 27.20 20.66 POSITIVO 
53 21.27 22.45 POSITIVO 
54 INDETERMINADO 24.10 NEGATIVO 
55 INDETERMINADO 31.07 NEGATIVO 
56 17.65 21.10 POSITIVO 
57 23.45 22.05 POSITIVO 
58 15.14 23.12 POSITIVO 
59 INDETERMINADO 25.85 NEGATIVO 
60 INDETERMINADO 22.88 NEGATIVO 
61 INDETERMINADO 21.17 NEGATIVO 
62 INDETERMINADO 20.13 NEGATIVO 
63 INDETERMINADO 24.12 NEGATIVO 
64 INDETERMINADO 24.20 NEGATIVO 
65 INDETERMINADO 19.67 NEGATIVO 
66 INDETERMINADO 20.56 NEGATIVO 
67 INDETERMINADO 22.18 NEGATIVO 
68 11.12 23.45 POSITIVO 
69 INDETERMINADO 18.35 NEGATIVO 
70 INDETERMINADO 21.10 NEGATIVO 
71 INDETERMINADO 22.56 NEGATIVO 






73 INDETERMINADO 20.15 NEGATIVO 
74 INDETERMINADO 21.35 NEGATIVO 
75 INDETERMINADO 25.34 NEGATIVO 
76 22.55 21.46 POSITIVO 
77 INDETERMINADO 20.19 NEGATIVO 
78 INDETERMINADO 21.86 NEGATIVO 
79 INDETERMINADO 18.19 NEGATIVO 

























9.2 Anexo 2 
 
9.2.1 Estandarización, modificaciones y recomendaciones de pruebas 
moleculares 
 
9.2.1.1 PCR IS6110 
 
Se bajó la concentración de Bromuro de etidio, en el momento de hacer el gel de 
agarosa, pues los mismos se veían muy rosados, se pasó de 4 µl de Bromuro a 
2 µl, lo mismo ocurrió con el SYBR Green. 
A lo largo de este estudio siempre se trabajó con una taq platinum, pero en las 
ultimas corridas se usó una convencional de marca INVITROGEN, y no hubo 
inconvenientes en la corrida, solo se modificó la concentración de la misma de 
0.125 µl a 0.20 µl. 
 
9.2.1.2 PCR Multiplex IS6110-hsp65 
 
Inicialmente la idea era amplificar tres secuencias: IS6110, DnaJ, y hsp65, 
siendo las dos primeras para M. tuberculosis, y la última para micobacterias no 
tuberculosas, tal como lo hizo Bandyopadhyay (11), pero no se logró amplificar 
DnaJ junto con las otras dos secuencias. 
El diseño de primer se hizo con base al artículo de   Bandyopadhyay, las mezclas 
se realizaron según la PCR IS6110, lo único que se modificó fue la concentración 
de los cebadores. 
El primer montaje se hizo con una concentración en cada cebador de 2.5 µl, 
amplificaron la secuencia IS6110 y hsp65, pero no DnaJ. 
Se hicieron varios montajes solo para la secuencia DnaJ se logró evidenciar la 
misma en un gel a una concentración de cebadores de 2,75 µl, pero cuando se 
montaba con los otros cebadores la banda no se amplificaba, se intentó modificar 
tiempos y temperaturas de amplificación en el termociclador en el anillaje o la 
extensión, pero esto hacia que no amplificaran los iniciadores. 










Tabla 22. Modificación de concentraciones PCR multiplex IS6110-hsp65 
 
Nótese que las únicas modificaciones fueron en los cebadores, esto se hizo con el fin de 
ahorrar insumos. 
Los controles de Inhibidores se realizaron con la mezcla de PCR, ADN de 
muestra de estudio, ADN cepa H37rv, y se montaron con las mismas 
condiciones. 
Al igual que la PCR IS6110, la taq de las ultimas corridas no fue platino si no una 
estándar (INVITROGEN), se aumentó la concentración de la misma a 0.20 μl sin 
tener inconvenientes en la corrida. 
Se presentaron dímeros de primer en algunas corridas, por lo cual fue necesario 
re suspender los mismos. 
 
9.2.1.3 Genotype MTBDRplus2.0 
 
Se presentaron bandeos inespecíficos y algunos falsos positivos, como 
consecuencia del montaje, por tal razón se decidió: 
 Montar un control de amplificación (Solo la mezcla de PCR) 
 Montar un control de hibridación (solo la tira de GenoType) 
 Montar control negativo (mezcla PCR, agua) 
 Montar un control positivo (mezcla PCR, cepa H37rv) 
 Separar reactivo por montaje. 
 Manejo de puntas nuevas estériles por montaje. 
 Doble decontaminación con alcohol antes y después de montaje.  
 No manejo de algodón si no de gasa. 
 Manejo de insumos por investigador para evitar contaminación. 
 
Reactivo 1x 1x 1x 1x 
Buffer 5.0 μl 5.0 μl 5.0 μl 5.0 μl 
Dntps 2.0 μl 2.0 μl 2.0 μl 2.0 μl 
MgCl2 0.75 μl 0.75 μl 0.75 μl 0.75 μl 
Primer 1 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Primer 2 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Primer 3 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Primer 4 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Primer 5 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Primer 6 2.5 μl 2.0 μl 1.5 μl 1.0 μl 
Taq platinum 0.125 μl 0.125 μl 0.125 μl 0.125 μl 
Agua 9.625 μl 9.625 μl 9.625 μl 9.625 μl 






9.2.1.4 PCR a tiempo real IS6110  
 
A Tener en cuenta 
 Es importante el manejo del equipo en el que se monta la técnica, pues 
hubo montajes que no se pudieron realizar por eso, por tal razón se dejó 
una guía de cómo hacerlo en el laboratorio de equipos comunes al lado 
del Termociclador de tiempo real (7500 Fast Applied Biosystems Thermo 
Fisher Scientific). 
 Las mezclas se deben hacer el mismo día del montaje. 
 Las placas de 96 pocillos siempre deben taparse, y se debe procurar usar 
una por montaje. 
 Sembrar control positivo siempre al final de cada placa y después de 
haber sembrado las demás muestras. 
 El kit viene con su taq polimerasa, pero si se acaba se puede usar una 
taq platinum sin modificar la concentración del kit, y la prueba funciona 
correctamente. 
 Tener en cuenta las temperaturas de almacenamiento del kit, siempre 
procurar que no le dé la luz. 
 Es importante agitar la mezcla de PCR y la muestra, antes de montar la 
PCR, está comprobado por este estudio que el control interno no funciona 






















9.3 Encuesta y consentimiento informado 
 
CONSENTIMIENTO INFORMADO 
Utilidad de métodos moleculares en el diagnóstico de la tuberculosis pleural en  
hospitales  de la red pública y privada de Bogotá. 
 Objetivo y propósito 
Investigadores de la Universidad Nacional de Colombia-sede Bogotá, están realizando 
un estudio cuyo objetivo general es: Evaluar diferentes técnicas moleculares vs 
metodologías tradicionales en el diagnóstico de la TB-pleural y fortalecer la investigación 
interdisciplinar entre ciencias básicas y clínica, 
El proyecto tiene como fin aumentar la probabilidad de diagnosticar correctamente la 
tuberculosis pleural, mediante la aplicación de un sistema de pruebas en paralelo, entre 
las que tenemos: la baciloscopia, el cultivo y las pruebas moleculares PCR multiplex 
IS6110-hsp65-dnaJ, GenoType®MTBDR plus 2.0, y PCR a tiempo real. 
Participación  
En el presente estudio se espera lograr captar un total de 182 participantes/pacientes. 
Recuerde que, su participación en este estudio de investigación es absolutamente 
voluntaria, por lo tanto, no habrá ningún tipo de remuneración económica o 
compensación por la misma. Es importante que tenga en cuenta que puede rehusarse 
a participar o puede retirarse del estudio en el momento  que lo desee; cabe recalcar 
que hay un compromiso por parte del investigador y coinvestigadores de proporcionarle 
información actualizada obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar su 
voluntad para continuar participando, lo cual se respetara y se procederá a retirarlo de 
manera inmediata del mismo si usted así lo desea. Ahora bien, Si usted decide autorizar 
su participación, le pediremos hacer lo siguiente: 
• Responder algunas preguntas relacionadas con su estado de salud actual, y 
pasado 
• Permitir el acceso a su historia clínica para verificar alguna información como la 
realización de algunas pruebas diagnósticas. 
    Permitir el manejo de sus datos por un periodo mínimo de 3 años, a partir de inicio 
del presente estudio (2014), los cuales se utilizarán solamente para futuros estudios 
encaminados a mejorar el conocimiento sobre esta enfermedad, tanto a nivel 










• Conocimiento de su estado de salud, ya que tendrá acceso a los resultados 
obtenidos al procesar sus muestras por cada una de las técnicas mencionadas para el 
diagnóstico de la tuberculosis pleural. 
• En caso de que alguna de las pruebas diagnósticas del estudio tenga un 
resultado positivo, el grupo de investigación, tendrá la obligación de contactarlo a usted 
y a su servicio médico para el inicio oportuno del tratamiento.  
Costos 
No se le cobrará ningún dinero adicional por su participación en este estudio.  
Riesgos 
El estudio no genera riesgos para usted, ya que trabajaremos con una parte de la 
muestra (liquido pleural y/o biopsia pleural) que ya le ha sido tomada por su médico 
tratante, en el momento que lo creyó conveniente para darle un diagnóstico oportuno 
Derechos 
Usted es libre de negarse a participar en el estudio ahora o de retirarse en una fecha 
posterior al inicio. Usted tendrá acceso a los profesionales responsables de la 
investigación y tendrá derecho a hacer cualquier pregunta sobre el estudio. Ellos le 
deberán responder de forma comprensible para que usted no tenga ninguna duda. 
Aspectos Éticos del Estudio 
El protocolo de este estudio fue aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de 
Medicina de la Universidad Nacional de Colombia, y por el comité de ética del Hospital 
Universitario San Ignacio. Si usted decide participar tendrá que firmar primero este 
consentimiento Informado declarando que está de acuerdo en participar 
espontáneamente, y confirmando que usted leyó y ha entendido todas las informaciones 
dadas en el mismo. 
Confidencialidad 
Todos los registros que lo identifiquen a usted, serán mantenidos de modo confidencial, 
los mismos no serán marcados con su nombre, solo se utilizará un código del estudio. 
Su nombre tampoco aparecerá en ningún informe de este estudio. Copias de los 
documentos de este estudio serán conservados en el computador del laboratorio de 
micobacterias de la Universidad Nacional de Colombia, e igualmente en el libro y 
archivador destinado para el mismo, por un período mínimo de tres años. Los hallazgos 
de este estudio podrán ser publicados o presentados en reuniones sin revelar su nombre 
o identidad; no obstante, los investigadores asociados con esta investigación tendrán 
acceso a los documentos e información relacionados con este estudio. Su expediente 
será completamente confidencial según lo indica la Ley. Este no será compartido con 
otras personas a menos que sea exigido por la Ley o de acuerdo con las 








Problemas no relacionados con el estudio o debidos al tratamiento de la tuberculosis 
pleural no están cubiertos por el proyecto. 
Personas a contactar 
Si tiene preguntas adicionales o alguna queja con respecto al estudio puede hacérselas 
a la Investigadora Principal Dra. Martha Isabel Murcia Aranguren,  teléfono  3165476, 
correo mimurciaa@unal.edu.co 
Aceptación 
Su firma confirma que ha leído y comprendido este documento. En caso de participar, 
recibirá una copia firmada de este consentimiento informado. A usted se le ha dado y 
se le continuará dando la oportunidad de hacer preguntas y discutir con los 
investigadores su participación. 
Constancia 
 Usted ha elegido participar en este proyecto de investigación libre y voluntariamente. 
 Usted leyó y entendió el contenido del documento, y le fueron explicadas y aclaradas 
sus dudas. 





FIRMA DEL SUJETO VOLUNTARIO 
DIRECCION____________________    TELEFONO____________________________
       
 
________________________________________Día/mes/año: _____/_____/______ 
FIRMA DE PRIMER TESTIGO 
GRADO DE CONSAGUINIDAD CON EL 
VOLUNTARIO___________________________DIRECCION____________________        
TELEFONO____________________________   
  
_____________________________________Día/mes/año:_____/_____/__________ 
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